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11EINLEITUNG
Die zytozide oder zytostatische Chemotherapie gehört zu den Standardverfahren bei der
Behandlung maligner Tumoren. Deshalb stellt eine primäre oder erworbene
Chemotherapieresistenz für die meisten fortgeschrittenen malignen Erkrankungen das
größte klinische Problem dar (Colvin & Chabner, 1990). Grundsätzlich basiert die
Entstehung einer solchen Resistenz auf der Selektion für Tumorzellen, die gegenüber
zytotoxisch wirksamen Substanzen weniger empfindlich sind. Solche Zellen können
entweder bei Behandlungsbeginn bereits im Tumor vorhanden sein oder über adaptive
Mechanismen sekundär während der Therapie entstehen (Griswold et al., 1981),
begünstigt durch die genetische Instabilität von Tumorzellen und durch den mutagenen
Charakter vieler Zytostatika. Das Bild der klinischen Resistenz ist multifaktoriell bedingt
und mag auch pharmakokinetische oder Zell-kinetische Faktoren einschließen, jedoch
wird die zelluläre Resistenz allgemein als Hauptursache für das Therapie-Versagen
angesehen (Skovsgaard et al., 1994).
An einer veränderten Empfindlichkeit von Tumorzellen gegenüber zytostatisch
wirksamen Agentien können eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen beteiligt sein
(Judson, 1992; Skovsgaard, et al., 1994; Oberbi-Schrämmli et al., 1994 [Abb. 1]).
Abb. 1: Mechanismen zellulärer Resistenz (nach Skovsgaard et al., 1994)
2Grundsätzlich kommen hierfür Transportfunktionen (verzögerter zellulärer Import,
gesteigerter Export von Zytostatika), intrazelluläre Aktivierungs- oder Entgiftungsschritte
sowie die Reversion von Schäden an den Zielmolekülen durch Reparaturprozesse in
Betracht. Darüber hinaus können auch Veränderungen in Signalkaskaden, die Apoptose-
oder Nekroseprozesse einleiten, ursächlich für eine zelluläre Resistenz sein.
Bei Untersuchungen an Zytostatika-resistenten Zell-Linien wurde als erstes Protein einer
ganzen Familie von Transmembran-Transportproteinen das P-Glykoprotein (pGP 170,
mdr-1), entdeckt (Chen et al., 1986). Es stellt die Hauptkomponente eines ATP-
abhängigen Efflux-Systems der Zelle dar (Pastan & Gottesmann, 1988). Inzwischen sind
eine Reihe strukturell und funktionell ähnlicher Transmembranproteine charakterisiert
(Nooter & Herweijer, 1991; Skovsgaard et al., 1994). Bei in vitro selektionierten
resistenten Zellen findet sich häufig eine erhöhte Expression dieser Proteine. Gleichzeitig
weisen diese Zellen Kreuz-Resistenzen gegenüber einer Reihe strukturell und funktionell
unterschiedlicher Zytostatika auf. Diese Eigenschaft wird als „mdr“ (multi drug
resistence)-Phänotyp bezeichnet. Nach zytostatischer Therapie konnte eine Ausbildung
dieses Phänotyps auch bei primären Tumorzellen nachgewiesen werden (Noonan et al.,
1990; Sato et al., 1990).
Einer zellulären Zytostatika-Resistenz kann aber auch ein veränderter Metabolismus von
Xenobiotika zugrunde liegen. Bei Entgiftungs-Prozessen in der Zelle spielen die SH-
Gruppen tragenden Proteine Metallothionein und Glutathion (GSH) eine große Rolle
(Chao, 1996). Beide Proteine vermögen Xenobiotika zu reduzieren und dadurch zu
inaktivieren. Während Metallothionein mit Hilfe einer Komplex-Bildung die toxischen
Substanzen inaktiviert, benötigt das Glutathion zur Entgiftung dieser Stoffe GSH-Enzyme
wie die Glutathion-S-Transferase (GST) oder die Glutathion-Peroxidase (GSH-Px). Wenn
auch für unterschiedliche Xenobiotika kontrovers diskutiert, konnten bei einigen
resistenten Tumoren erhöhte Aktivitäten von GST (Morrow & Cowan, 1990; Marie et al.,
1995) oder GSH-Px (Black & Wolf, 1991) gemessen werden.
Viele der zur Zeit eingesetzten Krebs-Chemotherapeutika entfalten ihre Wirkung über
eine Interaktion mit der genomischen DNA, wie in Abb. 2  am Beispiel von Alkylantien
gezeigt. Einer Therapieresistenz kann dann sowohl eine effiziente Reparatur
zytotoxischer DNA-Schäden, als auch eine zelluläre Toleranz diesen Schäden gegenüber
zugrundeliegen (Brent et al., 1985; Curt et al., 1986; Harris & Hochhauser, 1992).
3Abb. 2: Monofunktionelle und bifunktionelle Alkylantien
Insbesondere für die Gruppe alkylierender Agentien wurde der Zusammenhan
DNA-Reparaturkompetenz der Zielzellen und Zytotoxizität genauer untersuch
ein erhöhter zellulärer Spiegel des Reparatur-Proteins O6-Methyl
Methyltransferase (MGMT; Pegg, 1990) bei verschiedenen Zell-Linien
verringerten Zytotoxizität methylierender und chloroethylierender Agentien (D
1989; Baer et al., 1993; Lijinsky et al., 1994). Umgekehrt führte eine De
MGMT-Aktivität durch die Inhibitoren O6-Methylguanin oder O6-Benzylguani
Sensibilisierung gegenüber dem zytotoxischen Potential von Alkylantien
kovalente Bindung von Alkylgruppen an das O6-Atom des Guanins bewirken (
1991; Pegg, 1993; Gerson et al., 1993).
Zudem mehren sich Befunde, die zeigen, daß bestimmte DNA-Schäden pa
verschiedene Mechanismen eliminiert werden können. So kann O6-Alkylgua
DNA durch das Reparaturprotein MGMT (Pegg, 1990), aber auch über
Reparaturwege (Boyle et al., 1986; Bronstein et al., 1992; Sibghat-Ullah & D
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4und 1993; Thomale et al., 1994a) entfernt werden.
Die intensive Untersuchung von DNA-Reparaturprozessen bei Pro- und Eukaryonten hat
in den letzten Jahren ein komplexes Netzwerk ineinandergreifender
Reparaturmechanismen sichtbar werden lassen, deren einzelne Komponenten ihrerseits
mit einer Vielzahl anderer biochemischer und genetischer Funktionen der Zelle
interagieren (Abb. 3, Friedberg et al., 1995; Barrett & Hill, 1998).
Abb. 3: DNA-Reparaturwege eukaryontischer Zellen (nach Friedberg et al., 1995)
5Weiter zeigte sich, daß die Reparatur von Läsionen innerhalb des Genoms „toposelektiv“
mit unterschiedlicher Effizienz ablaufen kann (z. B. Transkriptions-gekoppelt oder
Nukleotid-spezifisch; Link et al., 1992; May et al., 1993; Thomale et al., 1994b;
Tornaletti & Pfeifer, 1994). Dies macht deutlich, daß sich die Analyse der DNA-
Reparatureffizienz als einer Ursache der Chemotherapie-Resistenz nicht, wie häufig
geschehen, auf die Messung einzelner Komponenten, beispielsweise der Expression
bestimmter „DNA-Reparaturgene“, beschränken sollte. Vielmehr erscheint es notwendig,
die Kinetik des Gesamtvorgangs im Zellkern von der Schadens-Erkennung bis hin zu
dessen vollständiger Reversion zu verfolgen und mit dem zytotoxischen Potential DNA-
reaktiver Substanzen zu korrelieren.
Ein Hauptgrund für die vielfach kontroversen Befunde und die oft widersprüchlichen
Schlußfolgerungen zu diesem Fragenkomplex in der Literatur liegt neben der fehlenden
Berücksichtiung der Komplexität der DNA-Reparaturprozesse auch im experimentellen
Ansatz begründet. In den meisten Untersuchungen wurden nicht primäre Tumorzellen,
sondern tumorabgeleitete murine oder humane Zell-Linien eingesetzt. Häufig wurden
Zell-Linien unterschiedlichen Ursprungs miteinander verglichen oder
„therapieempfindliche“ Parental-Zellen und „resistente“ Subklone, deren sonstige
genetische und biochemische Unterschiede nicht bekannt waren. Besonders die
bekannte genetische Instabilität von etablierten Zell-Linien, die sich häufig auch in einer
ausgeprägten Aneuploidie zeigt, kann zu gravierenden Fehlschlüssen führen, wenn
einzelne Komponenten so komplexer und hochgradig regulierter Mechanismen wie der
Apoptose-Induktion und der DNA-Reparatur miteinander korreliert werden.
Deshalb war bei der Planung der vorliegenden Arbeit die Festlegung auf ein geeignetes
Modell primärer Tumorzellen des Menschen eine der wichtigsten Voraussetzungen bei
der Suche nach einer kausalen Verknüpfung von Therapie-Resistenz und DNA-Reparatur.
Als klinisches Modell zur Untersuchung dieser Zusammenhänge wurde die chronisch-
lymphatische Leukämie (CLL) gewählt. Sie vereint mehrere Voraussetzungen für ein
geeignetes Modell-System:
Die CLL wird mit DNA-reaktiven Alkylantien, in erster Linie mit Chlorambuzil (CLB),
behandelt und spricht in der Regel auf diese Therapie zunächst gut an.
Homogene Populationen primärer CLL-Lymphozyten aus dem peripheren Blut von
Patienten sind relativ leicht zugänglich und anhand von Zelloberflächen-„Markern“
gut charakterisierbar.
6Erst nach mehreren Behandlungs-Zyklen tritt häufig gegen diese Therapie eine
klinische Resistenz ein, die mitursächlich für den späteren fatalen Krankheitsverlauf
der CLL ist.
Bei dieser Form der Leukämie handelt es sich um ein Non-Hodgkin-Lymphom mit einer
Überschwemmung von Knochenmark und Peripherie mit ausdifferenzierten, immun-
inkompetenten B-Lymphozyten (Brittinger et al., 1997). Nach heutigem Wissensstand
beruht diese Erkrankung sehr wahrscheinlich nicht auf einer gesteigerten Stammzell-
Proliferation, stattdessen wird sie verursacht durch eine verlängerte Lebensdauer der
CLL-Lymphozyten aufgrund gestörter Apoptosemechanismen (Reed, 1998).
Dementsprechend zielt die (chemo-) therapeutische Intervention nicht primär auf einen
Proliferationsblock, sondern auf das Abtöten von Tumorzellen in der Übergangsphase
von G1 zu G0 (G1/G0) des Zellzyklus.
Ziel dieser Arbeit war es, die Kapazität von CLL-Zellen zur Reparatur zytotoxischer DNA-
Läsionen zu bestimmen und mit ihrer Chemosensibilität in vitro sowie dem klinischen
Status der Patienten zu korrelieren. Dazu war es notwendig, geeignete analytische
Verfahren zu etablieren, die funktionelle Messungen möglichst auf dem Niveau von
Einzel-Zellen ermöglichen. Längerfristig sollten diese Untersuchungen zur Definition
molekularer Determinanten für die zelluläre Resistenz beitragen und neue Wege zu
deren Überwindung aufzeigen.
72ERGEBNISSE
2.1 DNA-Ethylierung und DNA-Reparaturprozesse:
Untersuchungen in vitro
Zur Festlegung der experimentellen Rahmenbedingungen wurden zunächst die
einzelnen Komponenten des Systems unter zellfreien Bedingungen in vitro
untersucht. Als Standard-Agens zur DNA-Alkylierung wurde N-Ethyl-N-
Nitrosoharnstoff (EtNU; Abb. 2) verwendet. EtNU zerfällt unter physiologischen
Bedingungen heterolytisch sehr rasch in hochreaktive elektrophile Karb-Anionen
(Goth & Rajewsky, 1972), die mit nukleophilen Zentren der DNA reagieren und so ein
Dutzend unterschiedlicher DNA-Alkylierungsprodukte entstehen lassen. Der relative
Anteil der einzelnen Modifikationen ist gut untersucht (Beranek, 1990): Neben dem
Hauptprodukt, den chemisch und biologisch weitgehend stabilen Ethyl-
Phosphotriestern (ca. 55 %), erfolgt mit geringerer Häufigkeit eine Alkylierung an N-
und O-Atomen der Basen. So werden ~11 % N7-Ethyl-Guanin (N7-EtGua), ~8 % O6-
Ethyl-Guanin (O6-EtGua), ~7,5 % O2-Ethyl-Thymin (O2-EtThy) und ~4 % N3-Ethyl-
Adenin (N3-EtAde) gebildet. Während die Sauerstoffaddukte chemisch relativ inert
sind, können die N-Alkylierungen zu Ringöffnungen oder, über eine Destabilisierung
der N-glykosidischen Bindung, spontan zu abasischen Stellen in der DNA führen. Im
ersten Teil dieses Abschnitts sind Experimente zur Untersuchung der Eigenschaften
der eingesetzten Komponenten aufgeführt. Dazu gehören Messungen des EtNU-
Zerfalls und der Bildung von DNA-Einzelstrangbrüchen (SSB) in der DNA.
2.1.1  Heterolytischer Zerfall von N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (EtNU)
Anhand seiner UV-Absorption (λmax = 238 nm) läßt sich das zur DNA-Alkylierung
eingesetzte EtNU photometrisch gut quantifizieren (Goth & Rajewsky, 1972). Die
Messung der Zerfalls-Kinetik ergab unter den experimentellen Bedingungen (pH 7.25;
37°C) für EtNU eine Halbwertszeit von etwa 9 Minuten (Abb. 4). Nach einer
Expositionszeit von 20 Minuten sind demnach ~80% der möglichen Karb-Anionen
























b. 4: Heterolytischer Zerfall von N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (EtNU)
-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (EtNU) wurde zur Messung aus der DMSO-Stammlösung 1: 104 in Alkylierungspuffer verdünnt
BS/HEPES, pH 7.25, 37°C). (A) Spektrophotometrische Messung (λ=210-300 nm) einer Zefallskinetik von EtNU in
kylierungspuffer; Intervall: 2 Minuten (vgl. Goth und Rajewsky, 1972). (B) Bestimmung der Halbwertzeit.
2 Die Mehrzahl der primären DNA-Ethyl-Addukte führt unter
physiologischen Bedingungen nicht zu DNA-Strangbrüchen
solierten superhelikalen Plasmid-Molekülen (Grösse: 10 kB) wurde dann geprüft, ob
EtNU-induzierten DNA-Alkylierungsprodukte direkt zu Strangbrüchen führen. Die
grität der Plasmid-DNA  wurde vor und nach EtNU-Exposition mit Hilfe eines
xationstests bestimmt, der eine Unterscheidung zwischen ungebrochenen
percoiled“), durch SSBs relaxierten oder durch Doppelstrangbruch linearisierten
külen anhand ihrer Wanderungsgeschwindigkeit in der Gelelektrophorese erlaubt.
Untersuchungen ergaben, daß bei neutralem pH-Wert die Mehrzahl der Ethyl-
ukte nicht spontan zu SSBs in der DNA führt (Abb. 5). Für EtNU-Konzentrationen
rhalb von 250 µg/ml wurde mit dieser Analyse-Methode keine signifikante Erhöhung
Strangbruchrate gefunden, zwischen 300 und 1500 µg/ml ergab sich eine
sabhängige Zunahme bis auf 70 % aller Plasmide mit mindestens einem SSB. Wurde
thylierte DNA vor der Auftrennung unter alkalischen Bedingungen (pH 12) inkubiert,
 die Zahl der SSBs jeweils auf etwa den dreifachen Wert an. Unter diesen
ingungen werden offenbar Alkali-labile Läsionen zunächst in abasische Stellen und






































9Abb. 5: Induktion von DNA Strangbrüchen durch EtNU in Plasmid-DNA
Die Induktion von DNA -Einzelstrangbrüchen durch Reaktion mit EtNU wurde an Plasmid-DNA gemessen. 
Inkubation erfolgte für 1h bei 37°C. (A) Foto: Ethylierte DNA (140 ng/Spur) wurde nach elektrophoretisc
Auftrennung gefärbt. (B) Durch densitometrische Auswertung der einzelnen DNA Banden wurde der relative Anteil 
Plasmid-Moleküle mit Einzelstrangbrüchen an der Gesamt-DNA bestimmt: Inkubation der DNA mit unterschiedlich
Konzentrationen von EtNU (!), bzw. nach zusätzlicher Alkali-Behandlung (15 min, pH 12; ").
Zur quantitativen Bestimmung der nach EtNU-Exposition gebildeten DNA-Addu
wurden experimentelle Bedingungen von Engelbergs (1998) herangezogen, u
denen die Menge an O6-Ethylguanin in ethylierten Plasmiden bestimmt wor
war. Damit und aus den relativen Bildungshäufigkeiten einzelner DNA-Addu
(Beranek, 1990; s.o.) lassen sich die Absolutmenge anderer Alkylierungsprodu
rechnerisch ermitteln (Tab. 1). So induziert eine Dosis von 100 µg EtNU /ml e
0,75 DNA-Addukte pro 10 kB-Plasmid. Diese Dosis führt bei neutralem pH 7
nicht zu einer meßbaren Frequenz von Strangbrüchen, in alkalischem Milieu w
jedoch ein Teil der DNA-Addukte über abasische Stellen in SSBs überführt. U
den gewählten Bedingungen lassen sich erst mit einer 3-fach höheren Et
Konzentration meßbare SSB-Raten induzieren und erst bei 1250 µg/ml weisen 5
aller DNA-Moleküle mindestens einen Strangbruch auf (Abb. 5).
Tab. 1: Anteil verschiedener DNA-Addukte in einem 10 kB Plasmid nach EtNU-Exposition




100µg/ml 0.16 0.2 0.3 0.1 0.76
300µg/ml 0.48 0.6 0.9 0.3 2.38
500µg/ml 0.8 1 1.5 0.5 3.8
EtNU-Konzentration [µg/ml]














































2.1.3 Die Inkubation mit Kernextrakten überführt DNA-Ethyl-Addukte
zeitabhängig in Strangbrüche
Im nächsten Schritt wurde geprüft, ob eine Kernprotein-Fraktion aus humanen
Lymphozyten in ethylierter DNA Strangbrüche zu induzieren vermag. Dazu wurde Plasmid-
DNA zunächst mit EtNU (500 µg /ml) alkyliert und anschließend mit Kernextrakten aus
individuellen Lymphozytenproben inkubiert. Ausgehend von einer basalen Strangbruchrate
(10%) stieg die SSB-Häufigkeit bei allen eingesetzten Kernextrakten zeitabhängig an (Abb.
6). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde lagen die Plasmide in allen Ansätzen zu
100 % in relaxierter Form vor (ohne Abb.).
2.1.4 Die Kinetik der Induktion von DNA-Einzelstrangbrüchen ist für
individuelle Lymphozytenproben unterschiedlich
Kernextrakte aus Lymphozyten individueller Spender wiesen jedoch große Unterschiede
bezüglich ihrer Inzisions-Kinetik bei ethylierter DNA auf (Abb. 6). Die Halbwertszeiten
(50% der Plasmide mit mindestens einem Strangbruch) lagen bei diesen Proben
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NL 639Abb. 6: Induktion von DNA-Strangbrüchen an ethylierter Plasmid-DNA durch Kernproteine von Lympozyten.
Plasmid-DNA  wurde für 1h mit EtNU (500µg/ml; pH 7.25, 37°C) und anschließend mit je 250 ng Zell-freiem Kernprotein aus
verschiedenen Proben normaler und CLL-Lymphozyten inkubiert. (A) Foto: Elektrophoretische Auftrennung und Färbung von Plasmid-
DNA nach Inkubation mit Proteinextrakten von Zellen des Probanden CLL 596. (B) Nach densitometrischer Auswertung der einzelnen
DNA-Banden wurde der relative Anteil der Plasmid-Moleküle mit Einzelstrangbrüchen an der Gesamt-DNA bestimmt und die


































Es zeigte sich, daß Kern-Extrakte aus CLL-Lymphozyten (CLL) gegenüber solchen aus
normalen peripheren Lymphozyten (NL) eine deutlich höhere Inzisions-Aktivität für Ethyl-
Addukt-haltige DNA aufwiesen (vergl. 3.4.3). Diese Messungen belegen, daß neben den
relativ seltenen „spontanen“ Strangbrüchen in Alkylantien-exponierter DNA vor allem
durch Kernproteine katalysierte, enzymatische DNA-Reparaturprozesse an der
Entstehung von SSBs beteiligt sind.
2.1.5 Basen-Exzisions-Reparaturprozesse sind an der Induktion von
Strangbrüchen durch Kern-Extrakte beteiligt
Der Einsatz spezifischer Inhibitoren ermöglicht es, die Beteiligung verschiedener
Mechanismen an der Inzision/Reparatur chemisch modifizierter DNA in Zellen oder
komplexen Protein-Gemischen zu untersuchen. Einer der wichtigen DNA-Reparaturwege,
die Basen-Exzisions-Reparatur (BER; vgl. Abb. 3) läßt sich auf einer frühen Stufe durch
Methoxyamin (MX) blockieren (Liuzzi & Talpaert-Boyle, 1985). MX reagiert mit
abasischen Stellen in der DNA und verhindert deren weitere Prozessierung durch die AP-
Endonuklease (Rosa et al., 1991). Wurde ethylierte Plasmid-DNA vor der Kernextrakt-
Inkubation mit MX vorbehandelt, reduzierte sich die zugehörige Strangbruchrate um 10
bis 50 % (Abb. 7). Dieser Befund belegt, daß der BER-Weg bei den untersuchten
Lymphozyten-Proben nennenswert, aber in individuell unterschiedlichem Ausmaß, an der
SSB-Induktion beteiligt ist. Die blockierten abasischen Stellen in EtNU-exponierter DNA
können u. a. durch spontanen Basenverlust (N3-EtAde) oder durch die Wirkung
spezifischer Glykosylasen (z.B. durch die 3-Methyladenin-Glykosylase [MAG] an N7-
EtGua) entstehen.
 Abb. 7: Einfluß von Methoxyamin auf die Induktion von DNA-Strangb
Die durch EtNU induzierte DNA-Strangbruchrate wurde durch Methoxy
gegenüber EtNU (500 µg/ml) wurde dem Ansatz Methoxyamin (MX; 5 
Kernproteine (250 ng) inkubiert. A) Foto: Plasmid-DNA nach 
densitometrischer Auswertung der einzelnen DNA-Banden wurde die in
Relaxiertes Plasmid1h +/- EtNU (500µg/ml)
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n durch Zell-freies Kernprotein
duziert. Nach einstündiger Inkubation der Plasmid-DNA
gefügt und danach mit verschiedenen Proben isolierter
phoretischer Auftrennung und Färbung. (B) Nach
ller Strangbruch-Bildung durch Kernproteine ermittelt.
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2.2 Messung von DNA-Strangbrüchen bei humanen
Lymphozyten:  Etablierung des „Comet Assay“
Im ersten Abschnitt wurde gezeigt, daß nach Exposition gegenüber EtNU-
Konzentrationen <300 µg/ml DNA-Einzelstrangbrüche nur mit geringer Häufigkeit
auftreten. Sie sind sehr wahrscheinlich in erster Linie Produkte von DNA-
Reparaturprozessen. EtNU ist aufgrund seiner chemischen Eigenschaften sehr gut
Membran-gängig und führt in der Kern-DNA von Säugerzellen zum gleichen Addukt-
Spektrum wie in isolierten Plasmiden (Beranek et al., 1978; Beranek, 1990). Um zu
überprüfen, ob diese Addukte bei humanen Zellen ebenfalls sekundär in DNA-
Strangbrüche überführt werden, wurde als geeignetes Meßverfahren auf Einzelzell-Ebene
der „Comet Assay“ (Singh et al., 1988) eingesetzt. Die Etablierung der Methode erfolgte
an Lymphozyten normaler Spender.
2.2.1 O6-Ethylguanin wird in der genomischen DNA verschiedener Proben in
gleichem Ausmaß gebildet
Zunächst wurde der Gehalt eines spezifischen DNA-Alkylierungsproduktes (O6-EtGua) in
einer Reihe von Lymphozyten-Proben nach in vitro-Exposition gegenüber EtNU
gemessen. Zum Nachweis dieser Läsion diente ein immunhistologisches Verfahren auf
der Basis Addukt-spezifischer monoklonaler Antikörper (ICA; Adamkiewicz et al., 1985;
Seiler et al., 1993). Damit konnte gezeigt werden, daß sich die Menge von O6-EtGua in
der Kern-DNA individueller Proben normaler Spender nicht signifikant voneinander
unterscheidet (Abb. 8).
Abb. 8: Bildung von O6-Ethylguanin in der Kern-DNA normaler Lymphozyten als Funktion der EtNU-Konzentration
Proben isolierter normaler Lymphozyten verschiedener Spender wurden für 20 min gegenüber EtNU exponiert und danach sofort auf
Objektträger aufgebracht und fixiert. Der Nachweis von O6-Ethylguanin in der genomischen DNA dieser Zellen erfolgte durch ICA-Analyse
mit Hilfe des monoklonalen Anti-(O6-EtGua) Antikörpers EM-2-3 (vgl. 5.2.6.). Die so bestimmte Menge von O6-Ethylguanin wurden auf die
parallel gemessene DNA-Menge pro Zellkern normiert und die Werte der unbehandelten Kontroll-Zellen im selben Experiment abgezogen
(Mittelwert aus jeweils 150 Zellen). Die Fehlerbalken geben die Varianz von drei unabhängige Experimenten an.
EtNU-Konzentration [µg/ml]





























2.2.2 Die Induktion von DNA-Strangbrüchen zeigt individuelle Unterschiede
Zum Nachweis von SSBs in der DNA einzelner Zellen wurde der „Comet Assay“
verwendet. Dazu wurden Lymphozyten aus individuellen Blutproben isoliert, nach EtNU-
Exposition in Agarose-Gele eingegossen, lysiert und die Fragmentierung der Kern-DNA





Bildung von „Kometen“ in der






und die DNA elektrophoretisch
aufgetrennt (vgl. 5.2.7.). Nach
Ethidiumbromid-Färbung zeigte
sich mit steigender EtNU-
Konzentration eine zunehmende
„Komet“-Bildung, welche auf
eine erhöhte Zahl von DNA-
Strangbrüchen hinwies.
Die Fotos zeigen die „Komet“-
Bildung von Lymphozyten der
Zellprobe CLL 927, die mit
verschiedenen Konzentrationen
EtNU behandeltet wurden.100µg/m150µg/m
Abb. 40: Analyse von „Kometen“ in der DNA von Lymphozyten nach EtNU-Exposition
Nach EtNU-Exposition isolierter normaler Lymphozyten wurde die DNA der Zellen mit Hilfe des „Comet Assay“ aufgetrennt (s. Abb. 9).
Unter Verwendung eines Mehr-Parameter Bildanalyse-Programms (ACAS) wurden die Flächengrößen der Kern-DNA einzelner Zellen
vermessen (n = 150). Die Abbildungen zeigen die Auswertung der Lymphozyten-Probe CLL 915. Abgebildet sind die Diagramme für die
jeweils zuletzt gemessenen Zellen (oben), sowie für die ermittelten Flächen aller Zelle (Histogramm, unten links, und die Beziehung
Fläche/DNA–Fluoreszenz, unten rechts).
Obwohl die mittlere Anzahl der Primär-Addukte nach EtNU-Exposition für individuelle
Zellproben gleich war (Abb. 8), wiesen diese Zellen zum gleichen Zeitpunkt jeweils
unterschiedliche Komet-Größen auf. Dies deutet auf unterschiedliche Anteile induzierter
DNA-SSBs bei den einzelnen EtNU-behandelten Lymphozyten-Proben hin (Abb. 11).
DIA: Auswertung von Kontroll-Zellen DIA: Auswertung von ethylierten Zellen (100µg/ml)
EtNU-Konzentration [µg/ml]























200 NL 459 
NL 557 
NL 638 Abb. 11: Konzentrationsabhängige Komet-Bildung nach EtNU-Exposition individueller Proben normaler Lymphozyten
Drei Proben normaler Lymphozyten unterschiedlicher Spender wurde gegenüber EtNU in verschiedenen Konzentrationen
exponiert und danach mit Hilfe des „Comet Assay“ ausgewertet (vgl. Abb. 10). Die Komet-Grösse ist angegeben als relative
Flächenvergrösserung (in %) gegenüber den jeweils unbehandelten Kontrollen im selben Experiment (Mittelwerte aus 150
ausgewerteten Zellen). Die Fehlerbalken stellen die inter-experimentelle Variation dar (n ≥ 4).14
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Wie es sich schon bei den Untersuchungen an ethylierten Plasmiden andeutete,
beeinflussen offensichtlich erhebliche Unterschiede in der Inzisions-Aktivität individueller
Zellproben die Induktionsrate von DNA-SSBs. Die Auswertung von Kurzzeit-Kinetiken zur
Messung der DNA-Strangbrüche während der EtNU-Exposition (20 Minuten) zeigte, daß
bereits wenige Minuten nach Expositionsbeginn Strangbrüche in der Kern-DNA auftreten,
und daß auch hier große Unterschiede zwischen den Lymphozyten individueller Spender
festzustellen sind (Abb. 11). Da die EtNU-Zerfallskinetik und die Menge der primär
gebildeten DNA-Addukte für alle Proben gleich sind, müssen die individuellen Verläufe
durch eine unterschiedliche Schadens-Prozessierung verursacht werden.
Um auszuschließen, daß große Zell-zu-Zell-Unterschiede die Mittelwerte für die einzelnen
Proben stark beeinflussen, wurden für jeden Messpunkt relativ große Zellzahlen
ausgewertet und statistisch analysiert (Abb. 12). Dabei zeigten sich nur relativ kleine inter-
zelluläre Varianzen (Variationskoeffizienten [CV] zwischen 7.4 und 18.2%) und eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (vgl. Abb. 11).
Abb. 5: Inter-zelluläre Variation der Kometen-Bildung bei Lymphozyten nach EtNU-Exposition
Zwei Proben isolierter Lymphozyten von normalen Spendern (NL 459 und NL 638) wurden gegenüber EtNU in verschiedenen
Konzentrationen inkubiert und mit Hilfe des „Comet Assay“ analysiert. Die Flächen der Ethidiumbromid-gefärbten Kern-DNA einzelner
Zellen wurden mit Hilfe des Mehr-Parameter Bildanalyse-Programms (ACAS, vgl. Abb. 10) bestimmt. Die Histogramme stellen die
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2.3 Messung von DNA-Reparaturprozessen bei
normalen Lymphozyten
Mit den Einzelzell-Nachweisverfahren ICA für spezifische DNA-Addukte und „Comet
Assay“ für DNA-Strangbrüche standen zwei empfindliche Methoden zur Verfügung, um
DNA-Reparaturprozesse bei Lymphozyten zu messen. Beide Methoden erfassen dabei
unterschiedliche Abschnitte der DNA-Reparaturprozesse in ihrem zeitlichen Verlauf.
2.3.1 O6-Ethylguanin wird aus der DNA individueller Lymphozyten-Proben
unterschiedlich schnell eliminiert
Die Verweildauer (Persistenz) von O6-EtGua in der genomischen DNA von  einzelnen
Zellen oder von Zellpopulationen ist ein Maß für deren DNA-Reparaturkapazität. Um
diese zu bestimmen, wurden Lymphozyten individueller Spender im Anschluß an die
Kurzzeit-Exposition mit EtNU für eine mehrstündige Reparaturphase in normalem
Medium inkubiert.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots entnommen und der relative O6-
EtGua-Gehalt in der Kern-DNA mit der ICA-Technik bestimmt. Die Eliminationskinetiken
für dieses Addukt wiesen große individuelle Unterschiede auf (Abb. 13).
Abb. 6: Kinetiken der Elimination von O6-Ethylguanin aus der Kern-DNA normaler Lymphozyten individueller Spender
Normale Lymphozyten dreier unterschiedlicher Spender wurden 20 min lang mit EtNU (100 µg/ml) inkubiert, nach Waschschritten
mit kalter PBS in Vollmedium resuspendiert und bei 37°C weiter inkubiert. Zu verschiedenen Zeiten wurden Zell-Proben
entnommen und mit Hilfe des ICA auf den O6-Ethylguanin-Gehalt der genomischen DNA untersucht (siehe Abb. 9). Die
Fehlerbalken stellen die inter-experimentelle Variation dreier unabhängigen Messungen dar. Die DNA-Reparaturkinetiken wurden
über 24 Stunden aufgenommen.
Zeit nach EtNU-Exposition [h]





























Die Halbwertszeiten (t50%) für die Persistenz von O6-EtGua in der DNA variierten bei den
untersuchten Proben zwischen den langsamsten und schnellsten Reparaturkinetiken um
den Faktor 7,5. Auffällig ist dabei der niedrige „Initialwert“ unmittelbar nach der DNA-
Ethylierung bei der Probe NL 557 (vergl. hierzu 2.3.3.1 und Abb. 15).
2.3.2 Bei der Prozessierung von DNA-Strangbrüchen zeigen sich individuelle
Unterschiede
Ähnlich den Eliminationskinetiken von O6-EtGua aus der DNA fanden sich auch für die
Prozessierung von DNA-SSBs nach EtNU-Exposition große individuelle Unterschiede.
Nachdem sich bereits für die „initialen“ Bildungsraten (gemessen unmittelbar nach der
20-minütigen Expositionszeit) beträchtliche Varianzen gezeigt hatten, wiesen auch die
Kinetiken der Strangbruch-Messungen mit Hilfe des „Comet Assay“ bei individuellen
Proben unterschiedliche Verläufe auf (Abb. 14).




























Abb. 7: Kinetiken der Prozessierung von DNA-Strangbrüchen bei normalen Lymphozyten nach EtNU-Expositon
Normale Lymphozyten von vier Spendern wurden in vitro mit EtNU (100 µg/ml; 20 min; 37°C) inkubiert, nach
Waschschritten mit kalter PBS in Vollmedium resuspendiert und bei 37°C weiter inkubiert. Zu verschiedenen Zeit-
Punkten wurden Zell-Aliquots entnommen und mit Hilfe des „Comet Assay“ auf DNA-Strangbrüche untersucht (vgl. Abb.
12). Die Fehlerbalken stellen die inter-experimentelle Variation dreier unabhängiger Untersuchungen dar. Die
Reparaturkinetiken wurden über 6 Stunden aufgenommen.17
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Während mit Hilfe der ICA-Methode die Persistenz bzw. die Eliminationsrate eines
spezifischen DNA-Alkyl-Addukts gemessen wurde, spiegelt der „Comet Assay“ einen
dynamischen Prozess wider, bestehend aus mehreren parallel und nacheinander
ablaufenden Reaktionen. Limitierend für die Darstellung der DNA-Intermediate sind die
Initialreaktion (Inzision oder Exzision) und die finale Reaktion (Ligation). Da DNA-
Strangbrüche schon während der EtNU-Expositionszeit induziert werden (Abb. 14) und alle
folgenden Reaktionen im extremsten Fall mit nur kurzer Verzögerung stattfinden können,
wäre es in diesem Fall nur schwer möglich, DNA-SSBs nachzuweisen. Mindestens in einer
der untersuchten Proben normaler Lymphozyten wies eine derartige minimale Bildung
von DNA-Reparatur-Intermediaten auf ein solches Phänomen schnellster Reparatur-
Prozessierung hin. Diese Lymphozyten (NL 557) zeigten zu keinem Reparatur-Zeitpunkt
eine mit den übrigen Meßergebnissen an Normal-Lymphozyten vergleichbare Kometen-
Bildung.
Die für die übrigen Proben gemessenen DNA-SSBs zeigten, daß neben der Inzisions-
Aktivität auch weitere (Restaurations-) Prozesse unterschiedlich verlaufen. Hier waren
drei verschiedene Reparatur-Phänotypen zu beobachten (Abb. 14). Fand sich zur Zeit des
Expositions-Stops bereits das Maximum an induzierten Schäden, so erfolgte die
nachfolgende Reduzierung der DNA SSBs in der Regel zügig („mittlerer Phänotyp“) oder
in einem Fall sehr langsam (NL 639; „langsamer Phänotyp“). Bei einem kleinen Teil der
Normal-Probanden hatten die exponierten Zellen selbst nach 20-minütiger
Expositionszeit das Maximum der Kometen-Bildung noch nicht erreicht. Hierzu wurden
weitere 30-40 Minuten benötigt (NL 467 und NL 638). Dieser Reparatur-Typ wurde als
„verzögerter Phänotyp“ bezeichnet. In Tab. 2 sind die erfaßten Reparatur-Daten für
Lymphozyten von neun Normal-Spendern exemplarisch zusammengestellt.




















NL 400 2.3 5.3 235 % 35 50 mittel
NL 459 2.9 6.2 148 % 40 230 mittel
NL 467 n.d. n.d. 73 % 90 170 verzögert
NL479 1.5 3.9 242 % 15 32 mittel
NL557 0.7 1.8 52 % 12 ∼ 20 schnell
NL 638 2.8 12.6 69 % 110 160 verzögert
NL 639 5.3 8.0 160 % 240 >360 langsam
NL 731 n.d. n.d. 135 % 25 50 mittel
NL 903 n.d. n.d. 148 % 20 50 mittel
19
Die hier zusammengestellten Daten zeigen, daß die Elimination von Primär-Addukten
sowie die Entstehung und das Verschwinden Reparatur-induzierter SSBs bei
Lymphozyten verschiedener Spender mit signifikant unterschiedlichen Kinetiken
ablaufen. Obwohl die untersuchte Stichprobe mit neun Spendern relativ klein ist, fällt
auf, daß bei der ICA-Analyse und im „Comet Assay“ zur Messung der DNA-
Reparaturkapazität individueller Zell-Proben in fast allen Fällen der gleiche "Reparatur-
Phänotyp" beobachtet wurde. So zeigten die Lymphozyten der Proben NL 639, NL 400
und NL 557 in beiden Messverfahren jeweils sehr lange bzw. intermediäre oder sehr
kurze Reparaturzeiten. Dies war zunächst unerwartet, da die Zelle zur Entfernung von
O6-EtGua aus der DNA und für die SSB-Prozessierung unterschiedliche Komponenten
des Reparatur-Systems verwendet (vgl. Abb. 3). Die Befunde deuten an, daß zumindest
die Geschwindigkeits-bestimmenden Schritte im Reparatur-Netzwerk von Lymphozyten
koordiniert exprimiert oder reguliert werden.
2.3.3 Zelluläre DNA-Reparaturfunktionen lassen sich durch kleine Moleküle
modulieren
Die beiden hier eingesetzten Meßmethoden zur Bestimmung der zellulären
Reparaturkapazität, ICA und „Comet Assay“, treffen zwar die Kinetik der
Schadensprozessierung in der Kern-DNA, geben aber keine Auskunft  über die dabei
benutzten Reparatur-Wege (vgl. Abb. 3). Gerade mit Blick auf die große individuelle
Varianz bei humanen Lymphozyten wäre jedoch eine Zuordnung zu spezifischen
Reparatur-Wegen bzw. -Mechanismen sehr wünschenswert. Die beste Möglichkeit
hierzu besteht im Einsatz kleiner, zellgängiger Moleküle, die bestimmte
Reparaturfunktionen blockieren.
2.3.3.1 O6-Benzylguanin verlangsamt die O6-EtGua-Reparatur und
verändert die Bildung von DNA-Strangbrüchen
Die wichtige Rolle, die das MGMT-Protein bei der Reparatur von O6-Alkylguanin in der
DNA spielt, ist vielfach belegt (Übersicht bei Pegg, 1990). Individuelle Unterschiede im
zellulären Gehalt dieses Reparatur-Proteins wurden für eine ganze Reihe humaner Zell-
und Gewebetypen mehrfach beschrieben (Kaina et al., 1990; Gerson & Willson, 1995).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des spezifischen MGMT-Inhibitors
O6-Benzylguanin (O6-Benzgua; Dolan et al., 1990) gezeigt, daß die Blockierung dieses
Ein-Schritt-Reparaturmechanismus bei normalen Lymphozyten nach EtNU-Exposition zu
einer deutlich verlängerten Persistenz von O6-EtGua in der DNA führt (Abb. 15). Bei der
Lymphozytenprobe NL 557, die eine sehr hohe Reparaturkapazität aufwies (vgl. Tab. 2),
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bewirkte eine Inkubation mit dem Inhibitor vor und während der EtNU-Exposition einen
Anstieg des gemessenen "Initialwertes" (to) für den [O6-EtGua]-Gehalt der Kern-DNA
um den Faktor 4. Ausserdem verlängerte sich die Halbwertszeit der Reparatur von 0,7
auf 2,3 Stunden. Hieraus kann geschlossen werden, daß die Messung einer auffällig
niedrigen "initialen" [O6-EtGua]-Konzentration in der DNA dieser Zellen (Abb. 15, zu
sehen auch in Abb. 13) nicht auf einer verminderten Alkylierung der DNA, sondern auf
einer sehr effizienten Reparatur dieses DNA-Addukts bereits während der
Expositionsphase beruht. Durch kontinuierliche Anwesenheit des Inhibitors im Kultur-
Medium während der gesamten Nachinkubation wurde die Halbwertszeit von O6-EtGua
in der DNA nochmals auf 5 Stunden verlängert (Abb. 15). Diese Beobachtung spricht
dafür, daß die schnelle Reparatur-Kinetik dieser Zellen durch eine sehr hohe Synthese-
Rate des MGMT-Proteins bedingt ist. Ferner zeigt dieses Experiment, daß bei
ausgeschalteter MGMT-Aktivität die Entfernung des Addukts aus der DNA zwar deutlich
verlangsamt ist, aber nicht vollständig inhibiert werden kann- ein Hinweis auf einen
möglichen alternativen Reparaturweg für O6-EtGua.
Abb. 8: Einfluß von O6-Benzylguanin auf die Reparatur von O6-Ethylguanin
Isolierte Lymphozyten eines normalen Spenders (NL 557) wurden mit EtNU (100 µg/ml) exponiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten danach im ICA analysiert (s. Abb. 12). Dem Kulturmedium der Zellen wurden entweder kein Inhibitor zugegeben
("), oder die Zugabe von O6-Benzylguanin (25 µM) erfolgte für nur für 1 Stunde vor der Ethylierung ( # ) oder zusätzlich
auch für die gesamte  Nachinkubation ($).
Zeit nach EtNU-Exposition [h]






















Parallel dazu wurde untersucht, welchen Einfluß eine MGMT-Blockade auf die
Häufigkeit von DNA-Strangbrüchen nach EtNU-Exposition hat. Diese Messungen
zeigten für alle untersuchten Zellproben, daß unmittelbar nach der Exposition in O6-
Benzgua-vorbehandelten Zellen eine höhere Strangbruch-Häufigkeit auftrat, als in den








































NL 400 NL 731NL 557 NL 639 NL 903Abb. 9: Einfluß von O6-Benzylguanin auf die Induktion von DNA-Strangbrüchen bei EtNU-exponierten Lymphozyten
DNA-Strangbrüche wurden mit Hilfe des „Comet Assay“ bei isolierten Normal-Lymphozyten nach einer Exposition
gegenüber EtNU (100 µg/ml; 20 min) bestimmt. Es handelte es sich dabei um unbehandelte (karierte Balken) oder um
mit O6-Benzylguanin (25 µM; 1 h) vorinkubierte Proben (schwarze Balken).21
 die primäre DNA-Alkylierung durch den Inhibitor nicht beeinflußt wird, kann dieser
fund nur bedeuten, daß nach einem MGMT-Block persistierende [O6-EtGua]-Reste
rch alternative (Exzisions-) Reparaturmechanismen prozessiert werden können. Der
lative Anstieg der SSB-Raten war jedoch für individuelle Proben sehr
terschiedlich. Er lag bei den hier gemessenen Lymphozyten zwischen 10 % (NL
1) und 320 % (NL 557). Das Ausmaß der zusätzlichen DNA-Strangbruchbildung
ngt dabei sehr wahrscheinlich sowohl von der zellulären MGMT-Konzentration
erson & Willson, 1995), als auch von der Aktivität alternativer Reparaturwege
ser Zellen ab.
rfolgt man die Reparatur-induzierten SSB über die Zeit nach der Ethylierung, so
igen sich neben einer „initial“ erhöhten Rate auch eine unterschiedlich lange
rsistenz dieser Läsionen (Abb. 17). Diese Beobachtung implizierte eine
terschiedliche Geschwindigkeit der alternativen Reparatur von O6-EtGua, hier
flektiert durch das Ausmaß und die Persistenz von DNA-Reparatur-Intermediaten.
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Abb. 10: Einfluß einer MGMT-Depletion auf die Induktion und Prozessierung von DNA-Strangbrüchen bei EtNU-
exponierten Lymphozyten
Isolierte Lymphozyten normaler Spender wurden mit EtNU (100 µg/ml; 20 min) inkubiert
("/#). Parallel wurden Zell-Proben der selben Spender vor, während und nach der EtNU-
Exposition mit O6-Benzylguanin (25 µM) inkubiert (!/$). Die Kinetiken der DNA-
Strangbruchprozessierung wurden mit Hilfe des „Comet Assay“ bestimmt (vgl. Abb. 14).
2.3.3.2 Methoxyamin reduziert die Bildung von DNA-Strangbrüchen
Die Beteiligung der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) an der Entfernung von
Alkylierungs-Schäden aus der DNA wurde mit Hilfe von Methoxyamin (MX)
untersucht. Nach dem Verlust einer modifizierten Base aus der DNA,
beispielsweise durch Reparatur-Glykosylasen, bindet dieser Methylether (MW
47) an die entstandenen abasischen Stellen und verhindert so den nächsten
Schritt entlang des BER-Weges, die Inzision des betroffenen DNA-Stranges
durch eine AP-Endonuklease (vgl. Abb. 3). Bei der Analyse von Lymphozyten,
die vor der EtNU-Behandlung mit MX inkubiert wurden, fand sich in allen
untersuchten Fällen eine Reduktion der „initialen“ SSB-Rate (Abb. 18), jedoch
zeigte das Ausmaß dieser Reduktion individuelle Unterschiede. Die nach MX-
Vorinkubation verbleibende SSB-Rate war bei den meisten Proben der hier
untersuchten Spender relativ einheitlich (Ausnahme NL 557). Dies deutet an,
daß vor allem die Effizienz der Basenexzision bei normalen Lymphozyten
große individuelle Unterschiede aufweist. Welche Ethylierungsprodukte über
den BER-Weg aus Lymphozyten-DNA entfernt werden, läßt sich diesem Ansatz
nicht entnehmen.
NL 459 NL 742
Zeit nach EtNU-Exposition [min]
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Abb. 11: Einfluß von Methoxyamin auf die Strangbruchinduktion in der DNA normaler Lymphozyten
Isolierte Lymphozyten normaler Spender wurden eine Stunde vor und während der EtNU-Exposition (100 µg/ml; 20
min) entweder ohne (karierte Balken) oder mit Methoxyamin (5 mM; schwarze Balken) im Kulturmedium inkubiert. Die
induzierten Strangbrüche wurden nach der Exposition mit Hilfe des „Comet Assay“ gemessen.
2.3.3.3 Aphidicolin erhöht die Persistenz von Reparatur-Intermediaten
nach EtNU-Exposition
Ein weiterer Inhibitor erlaubte die Untersuchung der Beteiligung von Nukleotid-
Exzisions- (NER) und Mismatch-Reparatur (MMR) bei der Prozessierung von
DNA-Ethyl-Addukten. Aphidicolin (APH), ein tetrazyklisches Diterpen (MW 368)
inaktiviert die DNA-Polymerasen α, δ und ε, die am Wiederauffüllen der DNA-
Einzelstrang-Lücken nach dem Exzisions-Reparaturprozeß beteiligt sind
(Übersicht bei Cleaver, 1990; vgl. Abb. 3). Für den Fall, daß DNA-Addukte nach
Ethylierung durch NER und/oder MMR erkannt und prozessiert werden, war zu
erwarten, daß nach APH-Behandlung der Zellen die SSB-Rate ansteigen würde.
Dies wurde für Normal-Lymphozyten im Experiment bestätigt. Für alle Proben
fand sich nach APH-Vorbehandlung eine Flächen-Zunahme im „Comet Assay“
gegenüber Zellen aus dem gleichen Isolat, die nur EtNU-exponiert waren (Abb.
19). Der Anteil der gemessenen SSB-Zunahme variierte um 50-100%, was auf
eine individuell unterschiedliche Beteiligung DNA-Polymerasen α, δ und ε-
abhängiger Reparatur-Wegen hindeutet. Auch diese Experimente lassen

















































NL 731NL 557 NL 639 NL 903Abb. 12: Einfluß von Aphidicolin auf die DNA-Strangbruchinduktion in normalen Lymphozyten
Lymphozyten normaler Spender wurden eine Stunde vor und während der EtNU-Exposition (100 µg/ml; 20 min)
entweder ohne (weiße Balken) oder mit Aphidicolin (1 mM; schwarze Balken) im Kulturmedium inkubiert. Die Rate der
induzierten DNA-Strangbrüche wurde mit Hilfe des „Comet Assay“ bestimmt.Lymphozyten normaler Spender wurden
eine Stunde vor und während der EtNU-Exposition (100 µg/ml; 20 min) entweder ohne (karierte Balken) oder mit
Aphidicolin (1 mM; schwarze Balken) im Kulturmedium inkubiert. Die Rate der induzierten DNA-Strangbrüche wurde
mit Hilfe des „Comet Assay“ bestimmt.24
.3.4 Die Kombination verschiedener DNA-Reparatur-Modulatoren
erbringt zusätzliche Informationen über beteiligte DNA-
Reparaturwege
Bisher wurde gezeigt, daß die eingesetzten Inhibitoren den zeitlichen Ablauf der
DNA-Reparatur bei Lymphozyten modulieren. Außerdem ermöglichten die
beschriebenen Experimente Rückschlüsse auf die Aktivität spezifischer
Reparatur-Wege. Die Kombination der verwendeten Inhibitoren ergab in allen
Fällen additive Effekte (Abb. 20). Dies bestätigt die für die einzelnen Substanzen
allein gemessene Wirkung. Ein verstärkender Effekt auf die Strangbruchrate
wurde bei Applikation von O6-Benzgua und APH beobachtet, die Kombination
der einzelnen Substanzen mit MX führte jeweils zu einer Reduktion der
„initialen“ Kometen-Bildung. Aus der Beobachtung, daß nach Gabe von MX
(blockierte Basenexzision) und O6-Benzgua die induzierten Strangbruchraten
stets deutlich höher lagen als nach MX allein, ergibt sich, daß O6-EtGua bei
Lymphozyten nicht (bzw. nur zu einen kleinen Teil) über den BER-Weg aus der
DNA entfernt wird.
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Abb. 13: Modulation der DNA-Strangbruchraten EtNU-exponierter Lymphozyten durch verschiedene DNA-Reparatur-Inhibitoren
Isolierte Lymphozyten von zwei normalen Spendern (NL 459 & NL 731) wurden für eine Stunde vor und während der EtNU-
Exposition (100 µg/ml; 20 min) ohne oder mit verschiedenen Kombinationen von Aphidicolin (1 mM), O6-Benzylguanin (25 µM)
und Methoxyamin (5 mM) inkubiert. Die Rate der induzierten DNA-Strangbrüche wurde nach der Exposition mit Hilfe des „Comet
Assay“ bestimmt.
2.3.4Induktion und Prozessierung von DNA-Strangbrüchen bei Lymphozyten
nach Exposition gegenüber verschiedenen mono- und bifunktionellen
Alkylantien
Bei der Etablierung des „Comet Assay“ zur funktionellen Messung von DNA-
Reparaturprozessen diente aus den oben angegebenen Gründen EtNU als Standard-
Alkylans (s. 2.1.). Im Gegensatz zu dieser N-Nitrosoharnstoff-Verbindung ist das
Spektrum der induzierten DNA-Addukte für die meisten der in der Tumortherapie
eingesetzten Alkylantien noch nicht genau bekannt. Deshalb sind hier Rückschlüsse
auf die beteiligten Reparatur-Prozesse erheblich schwieriger. Einige dieser Substanzen
benötigen zudem eine (Zelltyp-spezifische) metabolische Aktivierung zu ihrer
eigentlichen Wirkform und zeigen deshalb oft eine deutlich längere biologische
Halbwertszeit (Haskell, 1990). Dadurch wird eine zeitliche Trennung von DNA-
Schädigung und einsetzender Addukt-Prozessierung im Zellkern stark erschwert, wenn
nicht sogar unmöglich.
Um zu prüfen, ob mit Hilfe des „Comet Assay“ trotzdem Informationen über diese
Prozesse bei peripheren Lymphozyten gewonnen werden können, wurden vier
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monofunktionellen methylierenden Verbindungen N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff
(MeNU) und Dacarbazin (DTIC; vgl. Abb. 2A) sowie zwei bifunktionelle Alkylantien, der
Bis(chloroethyl)nitrosoharnstoff Carmustin (BCNU) und das N-Lost-Derivat
Chlorambucil (CLB; vgl. Abb. 2B). Ähnlich wie EtNU zerfällt MeNU in der Zelle spontan,
DTIC hingegen erst nach metabolischer Aktivierung, in reaktive Methylcarbenium-
Ionen. Beide Substanzen induzieren, wenn auch unterschiedlich schnell, ähnliche
Addukt-Spektren in der DNA (Zeller, 1995). DTIC wird vorwiegend zur Therapie des
malignen Melanoms und in der Kombinations-Therapie von malignen Lymphomen,
Sarkomen und Neuroblastomen eingesetzt (Übersicht bei Zeller, 1995).
BCNU hydrolysiert zu reaktiven Chloroethyl-Resten, die über verschiedene,
überwiegend nicht charakterisierte Primäraddukte und intramolekulare Umlagerungen
teilweise zu DNA-Inter- und Intra-Strangverknüpfungen führen. Einer dieser
Reaktionswege führt über eine schnelle Chloroethylierung am O6-Atom des Guanins
und eine langsame interne Ringbildung nach Stunden zu einem kovalenten G–C
Verknüpfung zwischen beiden Strängen (Pegg & Byers 1992; Chen et al., 1993). Für
die Analyse mit Hilfe des „Comet Assay“ ergibt sich daraus die Schwierigkeit, daß in
der Kern-DNA neben Mono-Addukten und Reparaturlücken (erhöhte Mobilität), eine
zeitabhängig variable Menge von Mobilitäts-hemmenden Strangverknüpfungen
entsteht, die ihrerseits wieder Angriffspunte für Reparaturprozesse sein können.
BCNU wird insbesondere zur Therapie von Hirn-Tumoren, aber auch von Melanomen,
Myelo-Dysplasien und Kolon-Karzinomen eingesetzt (Übersicht bei Zeller, 1995;
Haskell, 1990).
Für den klassischen "Crosslinker" CLB, einem der Standard-Medikamente bei der CLL-
Behandlung, gilt prinzipiell das gleiche. Hier werden neben Reaktionen mit dem N7-
Atom des Guanin s  vorwiegend Adenin-Addukte gebildet, die sekundär zur
Verknüpfung beider DNA-Stränge über G - A- oder A - A - Brücken führen können
(Hartley, 1993).
CLB führte in keiner der eingesetzten Konzentrationen (1 µM bis 100 mM) und zu
keiner gemessenen Expositions- und Postexpositionszeiten (bis zu jeweils 24 Stunden)
zu im „Comet Assay“ meßbaren DNA-Strangbrüchen. Diese Beobachtung bedeutet
nicht, daß DNA-Strangbrüche nicht gebildet würden. Sie könnte jedoch ein Hinweis
auf sehr schnell einsetzende Strangverknüpfungen sein, die zu einer Mobilitäts-
Hemmung der DNA im elektrischen Feld führen.
Nach DTIC-Exposition waren DNA-Strangbrüche nur nachweisbar, wenn die Zellen für
mindestens 12 Stunden mit der Substanz inkubiert wurden. Dies zeigt, daß
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Lymphozyten zwar über die notwendige Enzym-Ausstattung zur metabolischen
Aktivierung von DTIC verfügen, diese jedoch relativ langsam verläuft.
2.3.4.1 MeNU zeigt hinsichtlich der DNA-Strangbruchprozessierung
ähnliche Effekte wie EtNU
MeNU führt zu einem sehr ähnlichen Adduktspektrum an den Sauerstoff- und
Stickstoff-Atomen der DNA wie sein Ethyl-Homolog EtNU, die relativen Anteile der
einzelnen DNA-Addukte sind jedoch unterschiedlich (Beranek 1990). Am auffälligsten
ist dabei die starke Verschiebung von den Alkyl-Phosphotriestern zu den N-
Methylpurinen N3-Adenin und N7-Guanin, die zusammen mehr als 75% der MeNU-
induzierten DNA-Läsionen ausmachen. Lymphozyten zeigten nach einer MeNU-
Exposition ebenfalls eine Reparatur-bedingte Induktion von DNA-Strangbrüchen,
deren Kinetik bei individuellen Proben unterschiedlich verlief (Abb. 21).
Abb. 14: Kinetik der DNA-Strangbruchprozessierung normaler Lymphozyten nach MeNU-Exposition
Isolierte Lymphozyten normaler Spender (NL 459 & NL 731) wurden mit MeNU (35 µg/ml, 20 min) inkubiert, nach
Waschschritten mit kalter PBS in Vollmedium resuspendiert und bei 37°C weiter inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots entnommen und mit Hilfe des „Comet Assay“ auf DNA-Strangbrüche untersucht.
(vgl. Abb. 10). Gezeigt sind die Ergebnisse aus zwei unabhängigen Messungen. Die Reparaturkinetiken wurden über
2 Stunden gemessen.
Mit Hilfe der DNA-Reparaturmodulatoren MX, O6-Benzgua und APH wurde die
Beteiligung verschiedener Reparaturwege an der Prozessierung der DNA-
Methyl-Addukte überprüft (Abb. 22).
Zeit nach MeNU-Exposition [m in]





























 Abb. 15: Einfluß verschiedener Modulatoren auf die DNA-Reparatur normaler Lymphozyten nach MeNU-Exposition
Isolierte Lymphozyten normaler Spender (NL 459 & NL 731) wurden nur mit MeNU exponiert (35 µg/ml; 20 min) oder
zusätzlich für 1 h vor und während der Exposition mit Aphidicolin (1 mM), O6-Benzylguanin (25 µM), Methoxyamin (5 mM)
oder Kombinationen dieser Verbindungen inkubiert. Die Messung der DNA-Strangbruchrate nach der Exposition erfolgte mit
Hilfe des „Comet Assay“.
Auffällig ist dabei der relativ kleine Beitrag des BER-Weges (geringe Reduktion der
DNA-Strangbruchrate durch MX) bei diesen Zellen, obwohl der relative Anteil der
potentiellen BER-Substrate (N-Alkylpurine) dreifach höher liegt, als nach EtNU-
Exposition (75% versus 25%). Ein weiterer wichtiger Befund ist die deutliche
Zunahme von DNA-Strangbrüchen nach MGMT-Inaktivierung durch O6-Benzgua.
Dies bedeutet, daß auch [O6-MeG - C ] - Basenpaare in der DNA über Exzisions-
Reparaturmechanismen prozessiert werden können, und daß dabei der BER-Weg
nicht beteiligt ist.
2.3.3.2 BCNU induziert bei Lymphozyten lang persistierende DNA-
Strangbrüche
Carmustin (BCNU) wird wegen seiner günstigen Pharmakokinetik insbesondere bei
Hirn-Tumoren, aber auch bei Melanomen, multiplem Myelom, Morbus Hodgkin und
Kolon-Karzinomen therapeutisch eingesetzt (Haskell 1990).
Da BCNU unter physiologoischen Bedingungen deutlich langsamer in seine
reaktiven Derivate zerfällt als EtNU und MeNU wurde für diese Substanz zunächst
geprüft, nach welchen Expositionszeiten mit Hilfe des „Comet Assay“ meßbare
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Exposition eine deutliche Mobilitätszunahme der Lymphozyten-DNA festzustellen.
Die DNA-Strangbruchinduktion und -prozessierung nach BCNU wurde daraufhin an
individuellen Proben normaler Spender analysiert (Abb. 23). Die einzelnen Zell-
Proben wiesen „initial“ (nach 60 Minuten Exposition) unterschiedliche
Strangbruchfrequenzen auf. Besonders auffällig war bei den Reparatur-Kinetiken
jedoch die sehr lange Persistenz der Reparatur-Intermediate. Auch noch 6 Stunden
nach der BCNU-Exposition hatte die Anzahl der DNA-Strangbrüche nur geringfügig
abgenommen.
Abb. 16: Kinetik der DNA-Strangbruchprozessierung bei normalen Lymphozyten nach BCNU-Exposition
Isolierte Lymphozyten normaler Spender wurden mit BCNU (1 µg/ml; 1 h) exponiert, nach Waschschritten mit kalter
PBS in Vollmedium resuspendiert und bei 37°C weiter inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots
entnommen und mit Hilfe des „Comet Assay“ auf DNA-Strangbrüche untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse aus
mindestens zwei unabhängigen Messungen.
Diese Beobachtung kann sowohl mit einer anhaltenden Neubildung von Primär-
Addukten in Zusammenhang stehen (aus dem zellulären Reservoir auch nach
Entzug des Alkylans aus dem Kulturmedium), aber auch damit, daß erst sekundär
entstehende Produkte (z. B. das Guanin-Ethano-Addukt, vgl. Abb. 2B) zu
Reparatureinschnitten führen. Außerdem kann ein vergleichsweise langsamer
Ablauf späterer Reparaturschritte, wie der Auffüll-Synthese und Ligation, zu einer
langen Strangbruchpersistenz beitragen.
Zeit nach BCNU-Exposition [min]





























Bei zwei der in Abb. 23 gezeigten Proben wurde zusätzlich der Einfluß des DNA-
Reparaturmodulators O6-Benzgua auf die Strangbruchprozessierung untersucht.
Angenommen wurde bisher, daß nicht  durch MGMT reparierte persistierende
Chloroethyl-Reste am O6-Atom des Guanins nach Umlagerung zu G - C -
Strangverknüpfungen führen und so die zytostatische / zytotoxische Wirkung von
BCNU vermitteln können (Chen et al., 1993; Dolan, 1996). Das überraschende
Ergebnis der vorliegenden Experimente war, daß nach Inhibition der MGMT nicht
die Strangverknüpfungen, sondern die Rate der DNA-Strangbrüche deutlich
zunahm und diese auch sehr viel länger persistierten als bei nicht mit O6-Benzgua
behandelten Zellen (Abb. 24). Dieser Befund legt eine Exzisions-Reparatur des
primären O6-Adduktes oder eines der nachfolgenden Umlagerungsprodukte nahe.
Unter diesem Aspekt erscheint es notwendig, das toxische Prinzip der Chloroethyl-
Zytostatika neu zu überdenken.
Abb. 17: Einfluß von O6-Benzylguanin auf die Induktion und Prozessierung von DNA-Strangbrüchen bei BCNU-
exponierten Lymphozyten
Isolierte Lymphozyten zweier normaler Spender (NL 459 & NL 639) wurden nur mit BCNU (1 µg/ml; 1 h; weiße Symbole)
oder zusätzlich für 1 h vor der BCNU Exposition und während des gesamten Untersuchungszeitraums mit O6-Benzylguanin
(25 µM; schwarze Symbole) inkubiert. Die induzierte DNA-Strangbruchrate wurde mit Hilfe des „Comet Assay“ bestimmt.
Zeit nach BCNU-Exposition [min]







































2.4 DNA-Reparatur bei CLL-Lymphozyten
Bisher wurde gezeigt, daß DNA-Alkylierungsschäden und deren
Prozessierung im Kern primärer humaner Zellen mit den hier eingesetzten
Methoden gut analysierbar sind. Bei normalen Lymphozyten führte eine
DNA-Schädigung durch verschiedene Alkylantien zur Einleitung von DNA-
Reparaturprozessen über verschiedene Wege. Bei gleichem
Schädigungsgrad sind dabei die Gesamt-Aktivität, der zeitliche Verlauf und
der relative Anteil einzelner DNA-Reparaturwege individuell unterschiedlich
ausgeprägt. Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung von Reparatur-
Prozessen an der Chemoresistenz menschlicher Tumorzellen zu prüfen.
Dazu wurden im zweiten Teil Lymphozyten von Patienten mit CLL in vitro
mit EtNU exponiert und ihre DNA-Reparaturkapazität bestimmt.
2.4.1 Auch menschliche CLL-Lymphozyten weisen individuell
unterschiedliche Reparaturkapazitäten auf
Die Kinetiken der Entfernung von O6-EtGua aus der DNA EtNU-exponierter
CLL-Lymphozyten wurden analog zu den ICA-Analysen an normalen
Lymphozyten gemessen. Dabei wurde gezeigt, daß sich das Ausmaß der
„initialen“ Bildung von O6-EtGua in der DNA dieser Zellen bei individuellen
Proben nicht unterscheidet. Allerdings war es zur genauen Bestimmung der
initialen Addukt-Bildung bei einigen Zellproben notwendig, die MGMT-
Reparatur während der Expositionszeit durch O6-Benzylguanin zu
unterdrücken (vgl. Abb. 15). Der zeitliche Verlauf der Elimination von O6-
EtGua aus der DNA wies bei den malignen Zellen der CLL-Patienten
ebenfalls große individuelle Unterschiede auf, die Reparatur-
Halbwertszeiten lagen bei den aufgeführten Proben zwischen 0,5 und 4,5
Stunden (Abb. 25), und damit im Bereich der Normal-Lymphozyten.
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Abb. 18: Elimination von O6-Ethylguanin aus der DNA EtNU-exponierter CLL-Lymphozyten
Isolierte Lymphozyten von vier zur Zeit der Experimente nicht therapierten CLL-Patienten wurden in vitro mit EtNU
(100 µg/ml; 20 min) inkubiert und in Vollmedium bei 37°C weiter kultiviert. Zu verschiednen Zeitpunkten wurden Zell-
Aliquots entnommen und mit Hilfe des ICA der Gehalt von O6-Ethylguanin in der DNA bestimmt (analog zu Abb. 13).
Die Fehlerbalken stellen die inter-experimentelle Variation aus drei unabhängigen  Messungen dar..
2.4.2 Die Bildung von DNA-Strangbrüchen nach EtNU-Exposition verläuft bei
CLL-Lymphozyten anders als bei Lymphozyten gesunder Spender
Die Analyse von DNA-Strangbrüchen nach EtNU-Exposition von CLL-Lymphozyten
ergab eine gegenüber den Normal-Lymphozyten unterschiedliche Rate der Bildung
von DNA-Reparatur-Intermediaten. Zwar war nach der Exposition ebenfalls eine
individuelle Varianz in der „initialen“ Bildung von DNA-Strangbrüchen zu beobachten.
Im Gegensatz zu Normal-Lymphozyten (vgl. Abb. 11) war bei den CLL-Zellen der
meisten Proben jedoch erst im Bereich von >100 µg EtNU/ml eine mit Hilfe des
„Comet Assay“ meßbare Induktion von Einzelstrangbrüchen nachzuweisen (Abb. 26).
Ein geringerer „steady state“-Spiegel von DNA-Strangbrüchen bei den CLL-Zellen
kann eine veränderte Inzisionsaktivität, aber auch beschleunigte "spätere" Schritte
in den DNA-Reparaturwegen widerspiegeln. Bereits im Plasmid-Relaxations-Assay
hatten Extrakte aus normalen und CLL-Lymphozyten deutlich unterschiedliche
Inzisions-Kinetiken für ethylierte DNA gezeigt (vgl. Abb. 6).
Zeit nach EtNU-Exposition [h]
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Abb. 19: Konzentrationsabhängige „Kometen“-Bildung nach EtNU-Exposition individueller CLL-Lymphozyten
Isolierte CLL-Lymphozyten von Patienten (n=6) wurden mit EtNU in verschiedenen Konzentrationen inkubiert (20 min;
37°C) und danach mit Hilfe des „Comet Assay“ analysiert (vgl. Abb. 11). Die Kometen-Größe ist angegeben als relative
Flächenvergrößerung (%) gegenüber den unbehandelten Kontrollen (Mittelwerte aus 150 ausgewerteten Zellen).
2.4.3 DNA-Strangbrüche werden von CLL-Lymphozyten schneller prozessiert
Die Prozessierung sekundärer DNA-Schäden bei CLL-Lymphozyten wurde ebenfalls
mit Hilfe des „Comet Assay“ analysiert. Wegen der geringen Kometen-Grösse bei
der Standard-Alkylierung mit 100 µg EtNU/ml, wurden die Zellen bei diesen
Experimenten mit 150 µg EtNU/ml inkubiert. Insgesamt wurden 34 Proben von
CLL-Patienten untersucht. Die Kinetiken der Strangbruchprozessierung lassen auch
bei CLL-Lymphozyten ein breites Spektrum zellulärer Reparaturkapazitäten
erkennen (Abb. 27 und Tab. 3). Die „initialen“ Kometen-Größen zeigten für
individuelle Proben Flächenzunahmen zwischen 40% und 376%. Die
Halbwertszeiten für die Wiederherstellung intakter DNA–Strukturen waren für CLL-
Lymphozyten einheitlich kurz; sie lagen zwischen 9 und 65 Minuten.
Trotz der Unterschiede zur DNA-Strangbruchprozessierung normaler Lymphozyten
wurde auch bei CLL-Lymphozyten das Auftreten verschiedener „Reparatur-
Phänotypen“ beobachtet. In Abb. 27 sind exemplarisch CLL-Proben der drei
Grundtypen dargestellt (vgl. auch Tab. 3).
EtNU-Konzentration [µg/ml]





























Abb. 20: DNA-Strangbruchprozessierung in CLL-Lymphozyten
CLL-Lymphozyten unterschiedlicher Spender wurden 20 Minuten lang mit EtNU (150 µg/ml) inkubiert, nach
Waschschritten mit kalter PBS in Vollmedium respuspendiert und bei 37°C weiter inkubiert. Parallel hierzu wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten Zell-Aliquots entnommen und mit Hilfe des „Comet Assay“ auf DNA-Strangbrüche
untersucht (vgl. Abb. 15).
Die Mehrzahl der Proben zeigte nach EtNU-Exposition für die "initiale" Komet-
Bildung eine relative Flächen-Vergrößerung zwischen 50 % und 150 % und eine
rasche Abnahme der DNA-Strangbruchrate innerhalb der ersten 30 Minuten (z.
B. CLL 619 in Abb. 27).
Bei einigen Zell-Proben (n=5; z.B. CLL 565) wurden nur sehr kleine „initiale"
Kometen und eine sehr schnelle Prozessierung der DNA-Reparatur-Intermediate
innerhalb von 15 bis 30 Minuten beobachtet.
Ein dritter Phänotyp (n = 6)  wird repräsentiert durch die Probe CLL 505. Die
Zellen dieser Gruppe wiesen unmittelbar nach EtNU-Exposition hohe DNA-
Strangbruchraten auf (relative Flächen-Vergrößerungen >200%), die innerhalb
der ersten 30 Minuten nur geringfügig abnahmen.
Bei knapp einem Drittel der Patienten wurden im Abstand von mehreren
Monaten Wiederholungs-Messungen durchgeführt. Sie belegen, wie schon bei
den Normal-Lymphozyten, eine gute Reproduzierbarkeit der individuellen
Reparatur-Phänotypen. In zwei Fällen wurden bei der jeweils letzten
genommenen Probe deutlich schnellere Kinetiken gemessen (CLL 425 und CLL
505).
Zeit nach EtNU-Exposition [min]






























Ergebnisse aus parallel durchgeführten ICA-Untersuchungen lassen auch für
CLL-Lymphozyten den Schluß zu, daß die Reparaturkapazität individueller
Zellproben für verschiedene DNA-Reparaturprozesse (O6-EtGua-Elimination,
Exzisions-Reparatur) tendenziell gleich ist. Der Reparaturphänotyp wird
demnach nicht durch die Expression/Aktivität einer "Schlüsselkomponente"
bestimmt.
2.4.4DNA-Reparaturkapazität von CLL-Lymphozyten
CLL-Lymphozyten-Proben wurden aus logistischen Gründen fortlaufend
numeriert. Die mit (*) versehenen Proben wurden in zeitlichem Abstand von
jeweils 6 bis 12 Monaten ein weiteres Mal (n ≤ 5) untersucht. Da es sich um
Blindstudien handelte, wurden diesen Proben bei den Folgemessungen andere
Kennziffern zugeordnet, die später jedoch nicht mehr auftauchen.
Bei zwei mehrfach untersuchten Proben einzelner Spender wurde nach
mehrfach unverändert gleichgebliebener gemessener Reparturkapazität bei der
letzten Messung eine deutliche Veränderung in der Bildungsrate und
Prozessierung von SSB beobachtet (**).
Tab. 3: Klassifizierung der DNA-Reparaturkapazität von CLL-Lymphozyten, gemessen mit Hilfe des Comet Assay
Proband Initiale Comet-
Bildung
t50% Reparatur t90% Reparatur Reparatur-Phänotyp
CLL 405 106 40 55 Mittel
CLL 410 103 45 60 Mittel
CLL 411 138 45 55 Mittel
CLL 412 139 22 60 Mittel
CLL 425 ** 226 / 101 40 / 30 70 / 55 Mittel
CLL 426 150 25 50 Mittel
CLL 475 97 30 55 Mittel
CLL 476 157 10 40 Mittel
CLL 492 80 15 50 Schnell
CLL 493 96 13 28 Schnell
CLL 500 * 259 48 70 Mittel
CLL 505 ** 279 / 58 30 / 10 8 Mittel / Schnell
CLL 509 * 366 45 70 Langsam
CLL 512 107 32 55 Mittel
CLL 514 * 376 20 60 Langsam
CLL 518 * 137 20 45 Mittel




t50% Reparatur t90% Reparatur Reparatur-Phänotyp
CLL 527 218 60 90 Langsam
CLL 528 * 232 10 60 Mittel
CLL 530 99 25 90 Mittel
CLL 531 * 313 35 90 Langsam
CLL 535 97 9 14 Schnell
CLL 536 184 65 100 Langsam
CLL 538 189 47 65 Langsam
CLL 565 * 40 10 35 Schnell
CLL 580 125 30 43 Mittel
CLL 595 61 15 70 Mittel
CLL 596 117 19 32 Mittel
CLL 619 * 192 15 40 Mittel
CLL 914 276 60 90 Langsam
CLL 915 299 50 70 Langsam
CLL 917 285 25 50 Mittel
CLL 921 89 15 27 Schnell
CLL 927 89 35 55 Mittel
2.4.5Die Modulation der DNA-Strangbruchprozessierung führt bei CLL-
Lymphozyten zu weiteren Effekten
CLL-Zellen zeigten bei den hier durchgeführten Untersuchungen insgesamt eine
höhere Reparaturkapazität für DNA-Alkylierungsschäden als normale
Lymphozyten. Da die beiden eingesetzten Meßverfahren nur eine summarische
Aussage über alle beteiligten Mechanismen liefern, blieb zunächst unklar, ob
dafür in allen Fällen der Beitrag eines spezifischen DNA-Reparatur-Weges
verantwortlich war.
Der Anteil der BER an der DNA-Adduktprozessierung wurde auch hier mit Hilfe
des Modulators MX über den „Comet Assay“ gemessen. Im Gegensatz zu
Normal-Lymphozyten (Abb. 18) war der Beitrag der Basen-Exzision bei
individuellen CLL-Proben deutlich unterschiedlich (Abb. 28). Der verbleibende
„Kometen-Wert“ nach MX-Behandlung schwankte bei den untersuchten Proben
zwischen 10 % (CLL 509 und CLL 528) und fast 100 % (CLL 412 / n= 8).
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Abb. 21: Effekt von Methoxyamin auf die DNA-Strangbruchinduktion bei CLL-Lymphozyten
CLL-Lymphozyten wurden 1 h vor und während der EtNU Exposition (150 µg/ml; 20 min) entweder ohne (karierte Balken) oder
mit Methoxyamin (5 mM; schwarze Balken) im Kulturmedium inkubiert. Die induzierte DNA-Strangbruchrate wurden mit Hilfe des
„Comet Assay“ gemessen.
Daraus kann geschlossen werden, daß die CLL-Zellen des Patienten 509 nur eine
vergleichsweise geringe BER-Aktivität, dafür aber sehr effiziente Inzisions-
Mechanismen im NER und/oder MMR Reparatur-Weg besitzen. Im Gegensatz
hierzu reparierten CLL 412-Lymphozyten DNA-Alkylierungsschäden fast
ausschließlich über die Basenexzision; NER und MMR waren hier kaum beteiligt.
Bei den dreißig analysierten CLL-Proben fanden sich alle Übergangszustände
zwischen diesen beiden Extremsituationen. Dies bedeutet, daß bei den
untersuchten CLL-Zellen der individuelle Reparaturphänotyp in sehr viel stärkerem
Ausmaß durch die relative Aktivität einzelner DNA-Reparaturwege geprägt wird, als
dies bei den entsprechenden Normalzellen der Fall war. In welchem
Zusammenhang die hier beschriebenen funktionellen DNA-Reparaturkapazitäten
normaler und maligner Zellen zu ihrer Empfindlichkeit gegenüber alkylierenden
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3DISKUSSION
Die Chemotherapie ist neben Operation und der Anwendung ionisierender Strahlung
die dritte Säule, auf der die Behandlung maligner Erkrankungen ruht. Krebs-
Chemotherapeutika entstammen zwar unterschiedlichen Substanzklassen, es handelt
sich aber überwiegend um Agentien, die mit der DNA der Zielzellen interagieren und
diese modifizieren. Wie bei vielen soliden Tumoren werden diese Medikamente auch
bei Neoplasien des hämatopoetischen Systems vorwiegend im Rahmen von
Kombinations-Therapien eingesetzt, so auch bei Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphomen (Moser & Stacher, 1989; Collins & Chabner, 1990).
Die chronisch lymphatische Leukämie (CLL) ist eine Erkrankung, die den Non-Hodgkin-
Lymphomen mit niedrigem Malignitätsgrad zugeordnet wird. Bei diesem Krankheitsbild
erfolgt eine langsame Überschwemmung des Blutes mit immun-inkompetenten CLL-B-
Lymphozyten (Brittinger, 1997). Die Ursache für das Krankheitsbild liegt nach heutiger
Kenntnis wahrscheinlich nicht in einer gesteigerten Proliferation maligner Stammzellen,
sondern in einer verlängerten Lebensdauer der von diesen abstammenden CLL-B-
Lymphozyten. Für den verzögerten „progammierten Zell-Tod“ (Apoptose) dieser Zellen
werden eine erhöhte Expression des Apoptose-Regulator-Proteins Bcl-2, bzw. die
ungünstige Verteilung der relativen mRNA-Spiegel von Bcl-2 und Bax verantwortlich
gemacht (Reed, 1998). Die therapeutischen Maßnahmen sollten sich folglich primär
nicht auf die Reduktion der proliferativen Zell-Fraktion richten, sondern auf die
Induktion der Apoptose bei G1/G0-Zellen. Die Standard-Therapie erfolgt mit in der
Regel zunächst guten Ergebnissen durch orale Gabe alkylierender Zytostatika
(hauptsächlich Chlorambucil), gegen die sich in weiterem Verlauf aus bisher
ungeklärten Gründen häufig eine Resistenz der Ziel-Zellen entwickelt (Müller et al.,
1994; Bosanquet & Bell, 1996; Dighiero, 1998).
Die CLL eignete sich für die Fragestellung dieser Arbeit insbesondere wegen der guten
Zugänglichkeit der malignen Zellen aus dem peripheren Blut und wegen des relativ
langsamen Krankheitsverlaufs, in dessen später Phase es häufig zu zellulären und
klinischen Resistenzen gegenüber DNA-reaktiven Agentien kommt. Das CLL-Modell
weist noch weitere Vorteile auf: Auch die zugehörigen "Normal"-Zellen sind als B-
Lymphozyten gesunder Spender leicht verfügbar und befinden sich -wie die CLL-Zellen-
in der G1/G0–Phase des Zellzyklus. Somit tritt bei DNA-Reparaturanalysen eine
signifikante Überlagerung mit der DNA-Replikation nicht auf und bei der Bestimmung
der Empfindlichkeit der Zielzellen gegenüber den entsprechenden Chemotherapeutika
wird im wesentlichen Zelltod und nicht Zellzyklusblockade gemessen.
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Funktionelle Messung der DNA-Reparatur
Um die Kapazität von Zellen zur Entfernung chemisch modifizierter Komponenten aus
ihrer Kern-DNA zu bestimmen, gibt es grundsätzlich zwei Methoden. Einerseits läßt sich
die Geschwindigkeit der Elimination bzw. die Persistenz spezifischer DNA-
Modifikationen über die Zeit verfolgen, zum anderen können die Konzentrationen und
Aktivitäten einzelner (Schlüssel-) Proteine der DNA-Reparaturmaschinerie gemessen
werden. Da für die wichtigsten klinisch relevanten Alkylantien weder genau bekannt ist,
über welche Reparaturwege ihre DNA-Addukte prozessiert werden und welches dabei
die Geschwindigkeits-bestimmenden Schritte sind, noch welche DNA-Läsionen in
welchem Maße zur Zytotoxizität beitragen, ist der zweite Ansatz hier nur von
begrenzter Aussagekraft.
Zur Messung der Persistenz spezifischer DNA-Addukte in der Kern-DNA standen lange
Zeit nur Methoden zur Verfügung, die relativ große Zellmengen benötigten und eine
Auflösung auf dem Niveau einzelner Zellen nicht erlaubten. Dies begrenzte ihre
Anwendung vor allem bei klinischem Probenmaterial und ließ Rückschlüsse auf
interzelluläre Unterschiede nicht zu. Zu diesen Analyseverfahren gehören vor allem das
32P-Post-Labelling (Randerath et al., 1989) für modifizierte Nukleotide und das
Immuno-Slot-Blot (ISB)-Verfahren (Nehls & Rajewsky, 1982) zu deren Quantifizierung
mit Hilfe Addukt-spezifischer Antikörper, sowie die alkalische Filter-Elution zur
Bestimmung von DNA-Strangbrüchen (Kohn et al., 1976; Martelli et al., 1995). Weitere
Methoden wie die Pulsfeld-Gelelektrophorese (Southern et al., 1987), die "unscheduled
DNA repair synthesis" ([UDS; (Sawyer et al., 1988) und andere immunzytologische
Verfahren (van Delft et al., 1993) wurden wegen ihrer geringen Empfindlichkeit hier
nicht herangezogen.
Die beiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden, der Immunzytologische
Assay (ICA; Adamkiewicz et al., 1985; Seiler et al., 1993; Engelbergs et al., 1998) zum
Nachweis spezifischer DNA-Alkylierungsprodukte, sowie der „Comet Assay“ (Singh et
al., 1988; Fairbain et al., 1995) zur Messung von DNA-Strangbruchraten erlaubten die
Analyse auf dem Niveau einzelner Zellkerne und benötigten deshalb nur relativ geringe
Zell-Mengen (Tab. 4).
Tab. 4: Für verschiedene funktionale DNA-Reparaturtests erforderliche Zellzahlen humaner Lymphozyten
Zellzahl ISB ICA Comet Assay PM2-Test (Proteinextraktion)
Pro Auswertung 1-2 x 106 1.5 x 106 1.5 x 102 -
Pro gemessenem
Zeitpunkt* 1-2 x 10
7 6 x 106 2 x 105 -
Gesamt* 1-1.5 x 108 5 x 107 1-2 x 106 2 x 108
* Aufgrund der experimentellen Rahmenbedingungen ist je Probe der Einsatz der angegebenen hohen Zellzahl notwendig.
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Bei diesen Methoden sind bestimmte Randbedingungen zu beachten, die für das
experimentelle „Design“ und die Interpretation der Analyseergebnisse wichtig sind. So
sind Empfindlichkeit und die Meßgenauigkeit des ICA unter anderem abhängig von der
Zugänglichkeit der DNA (Antigen-Erkennung) und von der Spezifität des verwendeten
Antikörpers für die jeweilige DNA-Läsion.
Anders als bei der ICA-Methode wird beim „Comet Assay“ nicht die An- oder
Abwesenheit eines distinkten DNA-Addukts gemessen, sondern das Auftreten
induzierter DNA-Strangbrüche. Während der DNA-Reparaturprozesse entstehen in der
DNA partiell entwundene Regionen, abasische Stellen oder Strang-Lücken. Sie führen
zu einer erhöhten Mobilität der Kern-DNA eingebetteter und lysierter Zellen im
elektrischen Feld. Eine genaue Quantifizierung der Anzahl von DNA-Schadensstellen ist
mit Hilfe des „Comet Assay“ jedoch nicht möglich.
DNA-Alkylierungsprodukte führen nur dann zu DNA-Strangbrüchen,
wenn sie Substrat für Exzisions-Reparaturprozesse sind
Eine Schwierigkeit beim „Comet Assay“ bestand darin, daß DNA-Reparatur-Intermediate
nur während des Zeitraums dargestellt werden können, in dem genügend offene
Reparatur-Stellen vorhanden sind. Mit Ausnahme von N3-EtAd (4 % aller Produkte, vgl.
Tab. 5), sind die nach EtNU-Exposition entstehenden DNA-Addukte chemisch relativ stabil
(Rajewsky et al., 1977). Dies wurde durch den Plasmid-Relaxations-Assay bestätigt. Erst
bei EtNU-Konzentrationen über 350 µg/ml waren DNA-Einzelstrangbrüche bei einem
kleinen Teil der Plasmidmoleküle nachzuweisen (vgl. Abb. 5). Nach Inkubation mit EtNU in
einer Konzentration von 300 µg EtNU/ml, einer für Säugerzellen bereits hochtoxischen
Konzentration, entstehen im Mittel vier Ethyl-Addukte pro Plasmidmolekül (4.2 x 104
Basenpaare). Auf das Gesamt-Genom einer Zelle übertragen entspricht dies ca. 1.4 x 105
Läsionen.
Um dieses Ergebnis an intakten Zellen zu überprüfen, wurde eine Lymphozyten-Probe
geteilt und die eine Hälfte in Suspensionskultur unter Standardbedingungen ethyliert.
Der andere Teil der Zellen wurde zunächst in Agarose eingebettet, lysiert und dann mit
EtNU inkubiert. Die Analyse mit Hilfe des „Comet Assay“ zeigte nur bei den im vitalen
Zustand behandelten Zellen meßbare Strangbruchraten. Die Kern-DNA von im Gel
ethylierten Zellen verhielt sich wie die DNA unbehandelter Kontroll-Zellen. EtNU-
induzierte DNA-Strangbrüche sind demnach Folge enzymatischer (Reparatur-) Prozesse
an der DNA und nicht eine direkte Auswirkung der DNA-Alkylierung.
41
Der Einsatz zellfreier Protein-Extrakte im Plasmid-Relaxations-Assay führte innerhalb
weniger Minuten zur Induktion von DNA-Strangbrüchen: DNA-Moleküle mit
durchschnittlich vier Addukten pro 10 kB wurden durch Kernextrakte normaler
Lymphozyten innerhalb von zehn Minuten zu 50% eingeschnitten, durch Extrakte von
CLL-Lymphozyten sogar zu 100% (vgl. Abb. 6). Somit wurde mindestens eine DNA-Läsion
pro Molekül erkannt und in einen DNA-Einzelstrangbruch überführt. Eine Bestätigung
hierfür lieferte der „Comet Assay“: Wurden von isolierten Lymphozyten zu verschiedenen
Zeiten während der EtNU-Exposition Zell-Aliquots entnommen und analysiert so fanden
sich bei manchen Proben bereits nach wenigen Minuten deutlich meßbare
Strangbruchraten (Abb. 14). Da die DNA-Alkylierung bei allen Proben gleich schnell
abläuft, spiegelt die unterschiedliche Kinetik dieser frühen Inzisions-Prozesse die
individuelle Varianz der zellulären Reparaturkapazität wider.
Der „Comet Assay“ zeigt die Entstehung und Reparatur von DNA-
Strangbrüchen an
Inzisionen an strukturell modifizierten DNA-Basen sind frühe Schritte in den
Reaktionskaskaden einzelner DNA-Reparaturwege, die direkt nach der
Schadenserkennung zugreifen. Da diese initialen Reaktionen zum Teil schon während der
Exposition einsetzen, wenn gleichzeitig noch Alkylierungsreaktionen ablaufen, bildet die
Strangbruch-Messung mit Hilfe des „Comet Assay“ einen dynamischen Prozess im
Zellkern während eines (gewählten) zeitlichen Fensters ab, in dem bereits genügend
DNA-Reparatur-Intermediate vorliegen.
Dies ist insbesondere dann eine Schwierigkeit, wenn nicht nur die Inzisions-Reaktion
innerhalb weniger Minuten abgeschlossen ist, sondern auch die Schritte der Exzision,
Polymerisation und Ligation. Ebenfalls dem Nachweis von DNA-Reparatur-Intermediaten
entgegenstehend ist eine extrem langsam verlaufende Inzisions-Reaktion. In diesem Fall
können alle folgenden Prozesse sofort an den entstehenden DNA-Lücken einsetzen und
diese schließen. In beiden Fällen wären zum initialen Messzeitpunkt (t0), d.h. unmittelbar
nach EtNU-Exposition, nur wenige mobile DNA-Bruchstücke vorhanden und eine
„Kometen“-Bildung würde ausbleiben.
Anders als bei normalen Lymphozyten zeigten sich bei CLL-Lymphozyten nach Standard-
Expositon gegenüber EtNU in einer Konzentration von 100 µg/ml nur sehr kleine oder
gar keine „Kometen“ (vgl. Abb. 26). Verlangsamt ablaufende Initialschritte konnten als
Ursache ausgeschlossen werden, da im Relaxationstest für Extrakte von CLL-Zellen
regelmäßig vergleichsweise hohe Inzisionsaktivitäten gemessen wurden (Abb.  6). Für alle
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CLL Proben wurde deshalb eine erhöhte EtNU-Konzentration von 150 µg/ml verwendet.
Der Vergleich individueller Reparaturwerte - dargestellt als die Halbwertszeit für ein
bestimmtes DNA-Addukt (ICA t50%) oder der in der DNA verbleibenden Strangbrüche
(Comet t50%) - zeigte, daß beide Parameter die individuelle DNA-Reparaturkapazität
gleich bewerteten. So konnte der Nachteil, DNA-Reparatur-Intermediate nur über eine
kurze Zeit hin nachweisen zu können, vernachlässigt werden, denn der „Comet Assay“
verfügte über eine hohe Empfindlichkeit, gute Reproduzierbarkeit und die Möglichkeit der
Einzelzell-Analyse.
Um den Anteil verschiedener DNA-Reparaturwege an der Elimination spezifischer DNA-
Addukte abzuschätzen, wurden verschiedene DNA-Reparaturmodulatoren verwendet.
Voraussetzung hierfür war, daß diese Modulatoren selbst nicht zytotoxisch wirken
und/oder DNA-Reparatur-Intermediate oder -Proteine selektiv blockieren. So konnten
verschiedene, parallel beschrittene DNA-Reparaturwege analysiert werden.
Verschiedene DNA Addukte können Substrate unterschiedlicher
Reparaturwege sein
Vor einer Analyse der Beteiligung verschiedener Reparaturwege an der Elimination
spezifischer DNA-Läsionen ist die Betrachtung der initialen DNA-Modifikationen von
besonderer Bedeutung. So bildet jede einzelne N-Nitroso-Verbindung ein spezifisches
Muster verschiedener DNA-Alkylierungsprodukte (Singer et al., 1978; Beranek et al.,
1980; Beranek, 1990). Die monofunktionellen Alkylantien MeNU und EtNU bilden etwa
ein Dutzend unterschiedliche, gut charakterisierte DNA-Addukte an Stickstoff- und
Sauerstoff-Atomen der DNA-Basen. Die relativen Anteile der gebildeten DNA-Addukte
sind für beide Verbindungen unterschiedlich, wie insbesondere die Bildungsraten für N7-
AlkGua und O2-AlkThy zeigen (Tab. 5).
Tab. 5: Bildung von DNA-Alkylierungsprodukten nach Exposition gegenüber N-Alkyl-N-Nitrosoharnstoffen






N7- AlkGua 72 15
N3-AlkAde 5 4
Alkyl-Phosphotriester 13 57* Prozentualer Anteil einer
spezifischen DNA-Läsion an




die Mittelwerte der Meßer-
gebnisse von Singer et al.
(1978), Beranek et al.
(1980) und Beranek (1990).
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Nicht-reparierte strukturelle Modifikationen der zellulären DNA können
grundsätzlich Mutationen auslösen und/oder zytotoxische Wirkungen haben. Ein
bestimmtes Ausmaß an DNA-Schäden kann die Zelle tolerieren, insbesondere
wenn es sich vorwiegend um Schäden in nicht kodierenden DNA-Sequenzen
handelt. Daneben zeigen Zellen einen anderen, evolutionär entstandenen
Toleranz-Mechanismus, die Transläsions-DNA-Synthese. Sie bildet einen „Bypass“,
d.h. ein Überspringen der Schadensstelle, durch verschiedene DNA-Polymerasen
während der Replikation (Wood & Shivij, 1997). Dabei werden bei proliferierenden
Zellen Transversions- und Transitions-Mutationen nachgewiesen, da strukturell
modifizierte Basen bei der semikonservativen DNA-Replikation zu Basen-
Fehlpaarungen führen können, die sich nach zwei Replikations-Ereignissen
manifestieren. Insbesondere die O-Alkylierungsprodukte O6-AlkGua, O4-AlkThy und
O2-AlkThy stellen potentiell mutagene DNA-Strukturveränderungen dar. Die
spontane und enzymatische Freisetzungen von N-Alkylpurinen aus der DNA
(Depurinierung) hat die Entstehung sogenannter „abasischer Stellen“ als mögliche
Vorstufe für Punktmutationen zur Folge (Gentil et al., 1992; Cabral-Neto et al.,
1994).
Bei ausdifferenzierten, nicht proliferativen Lymphozyten können sich promutagene
DNA-Strukturschäden nicht über Replikationsereignisse als Mutationen
manifestieren. Trotzdem sind bei diesen Zellen verschiedene, auch mit der DNA-
Replikation in Verbindung gebrachte Reparatur-Mechanismen aktiv (Thomale et
al., 1994a).
Bedeutung verschiedener Reparatur-Wege für die Prozessierung
von DNA-Ethyl-Addukten
Die Reparatur von DNA-Schäden nach Exposition gegenüber DNA-reaktiven
Agentien erfolgt in der Regel über verschiedene Reaktionskaskaden. Im Laufe des
vergangenen Jahrzehnts wurde zunehmend deutlich, daß eine Reihe besonders
wichtiger DNA-Reparaturwege das Zusammenspiel vieler verschiedener Proteine
und Protein-Komplexe erfordern (Übersicht in Friedberg et al., 1995; Abb. 3). Im
weiteren werden diese DNA-Reparaturwege näher beschrieben und hinsichtlich
ihrer Bedeutung insbesondere für die Reparatur spezifischer DNA-
Ethylierungschäden diskutiert.
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1. Einschritt-DNA-Reparatur durch das DNA-Reparaturprotein MGMT
Das Reparatur-Protein O6-Alkylguanin-DNA Alkyltransferase (MGMT) bewirkt die direkte
Entfernung von Alkyl-Resten vom O6-Atom des Guanins in der DNA in einer Ein-Schritt-
Reaktion (Abb. 29). Bei den meisten untersuchten Pro- und Eukaryonten wurden
entsprechende Alkyltransferasen gefunden, die untereinander große Homologien im
aktiven Zentrum und im N-terminalen Bereich aufweisen. Die Alkyltransferasen
verschiedener Organismen zeigen aber deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Substrat-
Spezifität, Induzierbarkeit und Thermostabilität. Während das Ada-Protein von E. coli
neben O6-AlkGua auch 04-AlkThy sowie Alkyl-Phosphotriester repariert (Samson, 1992;
McCarthy & Lindahl et al., 1985; Schendel et al., 1983), ist bei höheren Organismen die
Reparatur in erster Linie auf O6-AlkGua beschränkt (Zak et al., 1994; Sassanfar et al.,
1991; Pegg, 1990).
Abb. 22: Die O6-Methylguanin-DNA Methyltransferase (MGMT)
Prozessierung von DNA-Schäden durch die MGMT.
Die Entfernung der Alkylgruppe vom O6-Atom des Guanins erfolgt in einer Ein-Schritt-
Reaktion durch Übertragung auf einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum des MGMT-
Proteins. Diese Reaktion verläuft nicht katalytisch, sondern stöchiometrisch und führt zur
Inaktivierung der Alkyltransferase-Moleküle (Demple et al., 1983; Lindahl et al., 1988;
Übersicht bei Pegg, 1990). Somit hängt die MGMT-vermittelte Reparaturkapazität einer
Zelle sowohl von der Größe des MGMT-Pools der Zelle als auch von der Syntheserate des
MGMT-Proteins ab. Mit Hilfe des O6-BenzGua konnte der individuell unterschiedliche
relative Anteil der MGMT-vermittelten O6-EtGua-Elimination bestimmt und zudem gezeigt
werden, daß dieser Reparaturweg durch alternative Reparaturprozesse ersetzt wird.
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2.  Die Basen-Exzisions-Reparatur
Einer der wichtigsten Wege zur Entfernung modifizierter DNA-Bausteine aus der DNA
ist die Basen-Exzisions-Reparatur (BER). Sie wird auch zur Reparatur von DNA-
Läsionen benötigt, die durch zelluläre Stoffwechselreaktionen induziert werden,
beispielsweise durch reaktive Sauerstoffspezies verursachte DNA-Oxidationsprodukte.
Auch „abasische (AB)-Stellen“, die durch spontane Hydrolyse der N-glykosidischen
Bindung von Purin-Basen entstehen, sowie durch Desaminierung veränderte Basen
sind Substrate des BER-Weges.
Schlüssel-Enzyme dieses Prozesses sind eine Vielzahl verschiedener DNA-
Glykosylasen, die jeweils ein spezifisches Spektrum atypischer Basen erkennen und
die N-glykosidische Bindung zwischen der „falschen“ Base und der Desoxyribose
lösen. Bei Säuger-Zellen sind insbesondere die Uracil-Glykosylase und die 3-
Methyladenin-Glykosylase (MAG) gut charakterisiert. An der aus der Glykosylase-
Reaktion resultierenden AB-Stelle in der DNA erfolgt ein Einschnitt 5’ durch eine AP-
Endonuklease bzw. 3’ durch eine AP-Lyase. Der verbleibende Desoxyribose-Phosphat-
Rest wird durch eine Phosphodiesterase entfernt, die in der Nukleotid-Sequenz
entstandene Lücke wird durch eine Polymerase-/Ligase-Reaktionsfolge aufgefüllt und
geschlossen (Lindahl et al., 1997; Übersicht bei Wilson, 1998; Abb. 30).
Bei Säugerzellen schließt der Hauptweg der BER die Prozessierung 5’ der AB-Stelle
durch eine Endonuklease und den Ersatz eines einzelnen Nukleotids an. An diesem
Prozess sind die Polymerase β und die Ligase III (im Komplex mit dem Protein
XRCC1) beteiligt (Lindahl et al., 1995; Caldecott et al., 1997), oder aber ein
Polymerase β/ Ligase I -Multienzym-Komplex (Prasad et al., 1996). Alternativ kann
der Einschnitt 3’ von der AB-Stelle erfolgen, mit Austausch einer 2-6 Basensequenz
unter Beteiligung des Proteins PCNA und der Polymerasen α, δ oder ε (Fortini et al.,
1998; Stucki et al., 1998; Lindahl et al., 1995). An beiden Prozessen ist die Poly-
(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) beteiligt, die an einzelsträngige DNA, insbesondere
an DNA-Strangbrüche bindet (Cleaver & Morgan, 1991; Satoh & Lindahl, 1992). Die
Funktion dieser PARP-Bindung und ihrer Folge-Reaktionen scheint die Sicherung der
DNA-Stabilität zu sein (Jeggo, 1998 a & b; van Gool et al., 1997), da sie eine
Transkriptions-und Replikations-Inhibition während des DNA-Reparaturprozesses
bewirkt (Oei et al., 1998). Ein zu hoher Grad der DNA-Schädigung induziert die
Apoptoseprozesse, da die PARP-Reaktionsfolge von einer starken NAD-Depletion und
einem erhöhten p53-Spiegel begleitet wird (Lindahl et al., 1995).
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Abb. 23: Die Basen-Exzisions-Reparatur (BER)
Prozessierung von DNA-Schäden über verschiedene BER-Wege.
In der vorliegenden Arbeit zeigte die Blockierung der BER, daß ein großer Anteil an
DNA-Reparatur-Intermediaten von den Lymphozyten aller normaler Spender über
diesen Weg prozessiert wird (Abb. 18). Die großen individuellen Unterschiede in der
Prozessierung von DNA Strangbrüchen konnten bei Ausschalten dieses speziellen
Weges nicht mehr beobachtet werden.
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3. Die DNA-Mismatch-Reparatur
Das Mismatch-Reparatur-System (MMR) dient zur Korrektur einzelner
Basenfehlpaarungen sowie kurzer fehlgepaarter Nukleotid-Sequenzen, die die
Helixstruktur doppelsträngiger DNA beeinträchtigen. Solche Schäden entstehen durch
Polymerasefehler bei Replikations- und Rekombinations-Prozessen oder werden durch
exogene Schädigung der DNA (z.B. Alkylierung) induziert (Abb. 31).
Abb. 24: Die DNA-Mismatch-Reparatur (MMR)
Überblick zur Prozessierung von DNA-Schäden über die MMR.
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Bei Säuger-Zellen gelang es bisher nicht, das komplette MMR-System zu rekonstituieren.
Aus Untersuchungen an E. coli geht hervor, daß der Hauptweg der MMR über das MutHLS-
System eingeleitet wird (Modrich, 1994). Das Protein MutS erkennt die Fehlpaarung, MutH
bindet an ein 5-methylC in hemimethylierter DNA und unterscheidet so zwischen Parental-
und Tochter-Strang. MutL, gebunden an MutS, dient zur Aktivierung des MutH-Proteins, das
dann eine Helikase (UvrD) rekrutiert. In den entwundenen DNA-Strang setzt anschliessend
eine entsprechende Exonuklease (ExoI, ExoIII, RecJ) je nach Orientierung der Fehlstelle 3’
oder 5’ einen Schnitt und entfernt durch Exzision die falsche Base oder Sequenz. Das
Auffüllen der Lücke erfolgt durch Polymerase III, das an DNA-Einzelstrangbrüche bindende
(Single-strand-DNA-binding) Protein und die DNA Ligase I (Modrich, 1994; Fishel &
Kolodner, 1995). Bei Saccharomyces cerevisiae und Säuger-Zellen wurden verschiedene
Proteine identifiziert, die große Homologien zu den entsprechenden E. coli-Proteinen
aufweisen. Die MMR-Mechanismen scheinen hier aber eine höhere Komplexizität zu
besitzen. Bei menschlichen Zellen erfolgt die Erkennung der Fehlpaarung durch eines von
zwei Heterodimeren hMutSα (hMSH2/hMSH6) oder hMutSβ (hMSH2/hMSH3), die jeweils
aus zwei MutS-Homologen bestehen (Drummond et al., 1997; Palombo et al., 1996). An
diese Erkennungs-Komplexe bindet das Heterodimer hMutLα (bestehend aus den MutL-
Homologen hPMS2 und hMLH1). Die Suche nach MutH-Homologen war bisher wenig
erfolgreich, jedoch wurde ein ähnlicher Mechanismus wie bei E. coli beobachtet. Auch hier
war der Reaktionsablauf in Zell-Extrakten vom Vorhandensein hemimethylierter DNA
abhängig (Fang & Modrich, 1993). Weiterhin scheint die Beteiligung des PCNA
(„Proliferating Cell Nuclear Antigen“; Gu et al., 1998), des Replikationsproteins RPA (Lin et
al., 1998) und einer der Polymerasen α, δ oder ε gesichert (Fang & Modrich, 1993; Wood &
Shivji, 1997).
Neben diesem Hauptweg der MMR finden sich sowohl bei E. coli als auch bei höheren
Zellen alternative Wege zur Eliminierung bestimmter Basenfehlpaarungen. So dient das VSP
(„Very Short Patch“)-System in erster Linie der Mismatch-Korrektur von G - T
Fehlpaarungen, die relativ häufig auftreten, da eine spontane Desaminierung 5-methylC in
T verwandelt und damit zu T - G Basenpaaren in der DNA führt. Strang-spezifische
Mismatch-Endonuklasen, z.B. die Thymin-Mismatch DNA Glykosylase, die G - T oder G - U
Fehlpaarungen in spezifischen Methylierungs-Sequenzen erkennt, finden sich bei E. coli
(Henneke et al., 1991; Barret et al., 1998) wie auch bei HeLa-Zellen (Neddermann &
Jiricny, 1993; Neddermann et al., 1996). Für Säuger-Zellen konnte der biochemische
Mechanismus der G - T Reparatur allerdings noch nicht gänzlich aufgeklärt werden.
Hinweise legen aber nahe, daß eine Reparatur präferentiell an CpG-Sequenzen stattfindet
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(Griffin & Karran, 1993; O’Regan et al., 1996). Neben der Korrektur-Spezifiät bei G - T
Fehlpaarungen (Wiebauer & Jiricny, 1990) wurde gezeigt, daß auch G - U Fehlpaarungen
(Neddermann & Jiricny, 1993) und O6-methyl- G - T (Sibghat-Ullah & Day III, 1993)
Substrate für diese Glykosylase bilden. Die weitere Prozessierung erfolgt über die
Polymerase β- (Wiebauer & Jiricny, 1990) oder über die Polymerase δ/ PCNA/ RPA-
(Otterlei et al., 1999) abhängige BER.
Die Beteiligung der MMR an der Reparatur von DNA-Alkylierungsschäden durch EtNU in
humanen Lymhozyten konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig geklärt werden. Der Einsatz
von Aphidicolin konnte nur darüber Auskunft geben, daß eine Beteiligung der Polymerasen
α,δ und ε vorliegt, eine genauere Auskunft über die beschrittenen Wege war hier nicht
möglich. Zur Klärung dieser Frage werden weiterführende Arbeitsansätze verfolgt.
4. Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur
Die Nukleoid-Exzisions-Reparatur (NER) korrigiert vorwiegend exogene DNA-Schäden, vor
allen solche, die größere Störungen der Helixstruktur erzeugen. Dazu gehören durch UV-
Strahlung induzierte Thymin-Dimere und 6-4-Photoprodukte, aber auch durch andere DNA-
reaktive Agentien gebildete DNA-Addukte, insbesondere Inter- und Intra-Strang-
Verknüpfungen (Hoeijmakers et al., 1990; Waters et al., 1992; Kuraoka et al., 1996). Ein
großer Teil der am NER-Weg beteiligen Gene wurde bereits kloniert, die Proteine
charakterisiert und in Bindungs-Studien in ihrer Funktion untersucht (Abb. 32).
Die Schadens-Erkennung erfolgt sehr wahrscheinlich durch das XP-C und das XP-A Protein.
Durch Bindung dieser Proteine an die Schadensstelle wird die Bildung eines Multi-Enzym-
Komplexes initiiert („Repairosome“; Friedberg, 1997). Die folgende Bindung des
Einzelstrang-spezifischen Proteins RPA an XP-A ist zur Rekrutierung des
Transkriptionsfaktors TFIIH notwendig (Matsuda et al., 1995). Er enthält die beiden
Helikasen XP-B und XP-D, mit unterschiedlicher Polarität, sowie einige andere Proteine
(Schaeffer et al., 1993; Drapkin et al., 1994; Kripke et al., 1994). Durch diesen Komplex
wird die DNA über einen größeren Bereich entspiralisiert und zwei spezifische Nukleasen,
XP-G mit 3’-5’-Aktivität (Constantinou et al., 1999) und das Heterodimer ERCC1/ XP-F mit
5’-3’-Aktivität (Bessho et al., 1997; de Laat et al., 1998), schneiden gleichzeitig ein den
Schaden enthaltendes Oligonukleotid von ca. 30 Nukleotiden heraus (Sancar, 1994). Für
die weitere Prozessierung ist eine der Polymerasen α, δ oder ε verantwortlich (Wood &
Shivji, 1997). In vitro-Experimente haben den Nachweis erbracht, daß zur Synthese des
neuen DNA-Strangs weitere Faktoren notwendig sind, nämlich der Replikationsfaktor C
([RFC] (Ellison & Stillman, 1998), das PCNA (Loor et al., 1997) und das RPA-Protein
(Stigger et al., 1998).
Abb. 25: Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)








Die Beteiligung des Transkriptionsfaktors TFIIH an diesem Reparaturweg deutet auf eine
enge Verknüpfung mit Proteinen und Prozessen der Transkription hin. TFIIH ist einer der
basalen Transkriptions-Faktoren, die an der Promotor-Bindung der RNA Polymerase II
beteiligt sind. Die einzelnen Proteine des TFIIH-Komplexes scheinen eine
Doppelfunktionen bei Reparatur- und Transkriptions-Aufgaben zu besitzen. Für eine
spezifische Kopplung von Reparaturprozessen an die RNA-Synthese sind aber zusätzlich
die Produkte der Gene CS-A (Tu et al., 1998) und CS-B (van Gool et al., 1997)
verantwortlich. Die Aufgabe dieser besonderen Form der Nukleotid-Exzision, der
sogenannten Transkriptions-gekoppelten Reparatur (TCR), besteht wahrscheinlich darin,
aktive („housekeeping“) Gene und insbesondere den jeweils abgelesenen DNA Strang,
präferentiell von Schäden zu befreien (Mellon et al., 1987). Dabei ist die Bindung von
CS-B an die RNA Polymerase II von entscheidender Bedeutung (Tantin et al., 1997; van
Gool et al., 1997).
Spezifische DNA-Alkylierungsprodukte können parallel über
verschiedene Reparaturwege prozessiert werden
Durch Reinigung von Reparatur-Proteinen, Klonierung der zugehörigen Gene, der in
vitro-Rekonstitution ganzer Reparaturwege und mit Hilfe funktioneller Tests konnte die
Beteiligung der verschiedenen DNA-Reparatur-Mechanismen an der Elimination
spezifischer DNA-Alkylierungsprodukte überprüft werden.
So wurde gezeigt, daß O6-EtGua sehr effizient von der MGMT erkannt und eliminiert wird
(Brent et al., 1988; Bender et al., 1997). Seit einigen Jahren wird für dieses DNA-Addukt
auch eine Reparatur über das NER (TCR)-System diskutiert. Bei kultivierten Ratten-
Hepatomzellen erfolgt eine präferentielle Elimination von O6-EtGua aus transkribierten
Genen (Thomale et al., 1994b), die durch den spezifischen MGMT-Inhibitor O6-Benzgua
nicht wesentlich beeinflußt wird (Hochleitner, 1992). Dies wurde von Engelbergs et al.
(1998) bei in vivo-Messungen für verschiedene Zell- und Gewebetypen der Ratte
bestätigt. Diese präferentielle Reparatur erfolgt, anders als bei der TCR, sehr effizient
aus beiden DNA-Strängen aktiver Gene.
Aus Ergebnissen von Zellkultur-Experimenten wurde postuliert, daß O6-EtGua nur durch
eine Kooperation der MGMT mit NER-Komponenten aus der genomischen DNA humaner
Zellen eliminiert werden kann (Ortquist et al., 1995; Bronstein, 1992). Wie sich aus den
o. g. Untersuchungen ergibt, ist im Falle transkriptionsaktiver Gene die MGMT zur
Reparatur von O6-EtGua nicht erforderlich. Alternativ können [O6-EtGua]-haltige
Basenpaare möglicherweise auch über den MMR-Weg prozessiert werden, und zwar
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entweder nach Erkennung durch den Protein-Komplex hMutSα (Duckett et al., 1996)
oder durch die VPR Thymin-Mismatch-Glykosylase (Sibghat-Ullah & Day III, 1992, 1993).
Für ein modifiziertes Guanin, z.B. O6-MeGua, das nach der Replikation mit Thymin
gepaart vorliegt, wird aber angenommen, daß der Einschnitt der Glykosylase am
neusynthetisierten (also dem T-haltigen Strang) erfolgt und das O6-MeGua im
Gegenstrang verbleibt. Während der Auffüllsynthese baut die Polymerase wiederum ein
T ein, so daß die MMR in diesem Fall nicht den Schaden beseitigt, sondern in einem
endlosen Reparaturzyklus („futile repair cycle“) immer neue Einzelstrangbrüche induziert
(Karran & Bignami, 1992 & 1994).
N7-EtGua und N3-EtGAde sind Substrat der DNA-Glykosylase MAG und werden im
Gesamtgenom über den BER-Weg repariert (Charkravati et al., 1991; Gallagher & Brent,
1984; Cathcart & Goldthwait, 1981; Scicchitano  & Mellon, 1997). Nach einer spontanen
Depurinierung des metastabilen N3-EtAde kann die entstandene abasische Stelle auch
direkt über die  Endonuklease AP1 weiterprozessiert werden (Ibeanu et al., 1992;
Demple et al., 1991; Doetsch & Cunningham, 1990). Reparatur-Analysen an Hamster-
Zellen legen nahe, daß N-Ethylpurine möglicherweise parallel auch über die TCR aus der
DNA entfernt werden können (Sitaram, 1997). Bei MAG-defizienten embryonalen
Stammzellen der Maus wurde kürzlich ein Reparaturprozess für diese Ethyl-Addukte
gefunden, der, ähnlich wie für O6-EtGua, präferenziell aus beiden Strängen aktiver Gene
erfolgt (Plosky et al., 1999). Der molekulare Mechanismus ist auch hier noch ungeklärt.
Über die Reparatur von 04-EtThy und 02-EtThy in der DNA ist insgesamt noch wenig
bekannt. Im Gegensatz zur MGMT II von E. coli-Zellen mit hoher Substrat-Spezifität für
04-EtThy, besitzen die MGMTs vieler Säuger-Zellen (beispielsweise von Ratte und
Mensch) gegenüber diesem Addukt nur eine geringe Spezifität (Sassanfar et al., 1991;
Zak et al., 1994). Für die MGMT der Maus wurde demgegenüber für 04-EtThy eine
ähnliche Reparatur-Effizienz wie für O6-EtGua gefunden (Kawate et al., 1995). Aus
Mutations-Untersuchungen haben Samson et al. (1997) geschlossen, daß die MGMT
zwar an 04-EtThy in der DNA binden kann, dieser Komplex aber dann die eigentliche
Reparatur des Addukte (z.B. über NER) inhibiert. Funktionelle in vivo Reparatur-
Untersuchungen bei der Ratte (Müller & Rajewsky, 1983; Eberle, 1989; Thomale et al.,
1990) und beim Menschen (Den Engelse et al., 1987; Satoh et al., 1988; Dragaan, 1994)
haben gezeigt, daß 04-EtThy in der DNA über einen ähnlich langen Zeitraum persistiert,
wie dies für 02-EtThy der Fall ist. Mutations-Analysen an Ratten-Fibroblasten und T-
Lymphozyten lassen auf einen TCR-ähnlichen Reparatur-Mechanismus in aktiven Genen
schließen (Jansen et al., 1994a-c, 1995).
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Gibt es Hinweise auf eine koordinierte Regulation von DNA-
Reparaturprozessen ?
Über die Regulation von Genen, deren Produkte bei Säugerzellen an Reparaturprozessen
beteiligt sind, gibt es in der Literatur erstaunlich wenig fundierte Informationen. Lediglich
die bereits seit langem bekannte Varianz im zellulären MGMT-Gehalt zwischen einzelnen
Zell- und Gewebetypen sowie zwischen verschiedenen Individuen wurde bisher auf der
Ebene der Genregulation näher untersucht (Gerson et al., 1986). Erst die von uns
erstmalig beschriebenen großen Unterschiede im zeitlichen Ablauf komplexer
Reparaturprozesse bei primären menschlichen Zellen rückten die Regulation dieser
Aktivitäten in den Blickpunkt. Obwohl es sich bei den hier vorgestellten Untersuchungen
zum individuellen DNA-Reparaturphänotyp peripherer Lymphozyten um Messungen
verschiedener Reparaturwege und eine Anzahl sehr unterschiedlicher DNA-Addukte
handelt, lassen sich aus den Ergebnissen wichtige Schlüsse ziehen. So korrelieren für
individuelle Proben die Halbwertszeiten für die Elimination eines spezifischen DNA-
Alkylierungsprodukts (O6-EtGua) erstaunlich gut mit den parallel gemessenen
Prozessierungsraten von DNA-Einzelstrangbrüchen (vgl. Tab. 2). Obwohl die
Geschwindigkeits-bestimmenden Komponenten der einzelnen DNA-Reparaturwege bisher
nicht identifiziert wurden, spricht diese Beobachtung für eine übergeordnete Regulation
wichtiger Reparaturmechanismen. Das gilt insbesondere, da verschiedenen Ethyl-
Addukte über unterschiedliche Reparaturwege mit vermutlich unterschiedlichen Kinetiken
prozessiert werden.
Darüber hinaus zeigen die vorliegenden Untersuchungen, daß zur Entfernung einer
spezifischen Läsion (O6-EtGua) aus der DNA von Lymphozyten, verschiedene
Reparaturwege gleichzeitig beschritten werden können. (Abb. 15). Wird die „Comet-
neutrale“ Einschritt-Reparatur von O6-EtGua durch Inhibition der MGMT verhindert, so
treten zusätzlich DNA-Strangbrüche als Reparatur-Intermediate auf (Abb. 16). Dies kann
nur bedeuten, daß unter diesen Bedingungen O6-EtGua (bzw. O6-EtGua - Cyt
Basenpaare) über alternative Reparatur-Wege prozessiert werden, die eine Inzision der
DNA beinhalten (Abb. 20). Eine ähnliche Beobachtung wurde auch für das entsprechende
Methyl-Addukt nach Exposition mit MeNU gemacht. Bekannt war zwar, daß O6-MeGua
nach einer DNA-Replikation, dann mit Thymin gepaart, ein Substrat für die MMR sein
kann. Neu jedoch ist die Beobachtung einer Reparatur-Inzision bei der präreplikativen
Ausgangssituation O6-MeGua - Cyt (Abb. 22). Die dabei entstehenden Strangbrüche
können als mitverantwortlich für die Zytotoxizität methylierender Agentien wie DTIC,
Prokarbazin oder Streptozotozin bei nicht proliferativen Zellen angesehen werden (z. B.
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Pegg & Byers, 1992; Müller et al., 1993).
Wurde bei EtNU-exponierten Lymphozyten normaler Spender der BER-Weg auf einer
frühen Stufe vor der Inzision des DNA-Strangs blockiert, so fand sich, mit einer
Ausnahme, stets eine erhebliche, aber individuell unterschiedliche Verminderung der
Reparaturintermediate (Abb. 18). Die verbleibenden Strangbruchraten, die als Indikator
für die Aktivität von NER- und MMR-Prozessen gelten können, waren bei fast allen
untersuchten Proben sehr ähnlich. Dies weist auf ein individuelles Expressions-Profil von
(Geschwindigkeits-bestimmenden) BER-Komponenten für diese Zellen hin, aber auch auf
eine relativ große Konstanz der übrigen Reparaturwege.
Die Blockierung von DNA-Reparaturprozessen kann zu einer
veränderten Empfindlichkeit der Zellen gegenüber
Chemotherapeutika führen
Bereits vor 20 Jahren wurde bei Bakterien das Phänomen der Anpassung nach toxischer
und mutagener Schädigung durch Alkylantien beobachtet. Der biochemische
Mechanismus dieser „adaptive response“ ließ sich auf verschiedene Reparaturprozesse
und deren regulative Veränderung zurückführen. Vor allem Untersuchungen an Negativ-
Mutanten von E. coli für die Gene ada (O6-Alkylguanin DNA-Alkyltransferase I), polA
(Polymerase I) und alkA (3-Methyladenin DNA Glykosylase) belegten die Bedeutung von
Reparaturvorgängen bei der Entwicklung von zellulärer Resistenz gegenüber
alkylierenden Agentien (Jeggo et al., 1978; Eversen & Seeberg, 1982; Karran et al.
1982).
Nach der Klonierung einer Reihe von DNA-Reparatur-Genen wurde durch deren
Transfektion in Zell-Linien oder in primäre (Stamm-) Zellen der Beitrag der einzelnen
Proteine zum Resistenz-Verhalten genauer geklärt (Nakabeppu et al., 1984; McCarthy &
Lindahl, 1985; Tanaka et al., 1989; Kataoka et al., 1986). Bei etablierten Linien, aber
auch bei transgenen oder „Knockout“-Mäusen waren Veränderungen entlang aller bisher
bekannten DNA-Reparaturwege häufig mit einer veränderten Chemosensibilität
gegenüber DNA-reaktiven Agentien verknüpft (Selfridge et al., 1982; McWhir et al.,
1993; Sobol et al., 1996; Kawate et al., 1998).
Zell-Linien mit erhöhter MGMT-Expression zeigten in der Regel eine verminderte
Empfindlichkeit gegenüber alkylierenden Agentien (Brent et al., 1987; Dolan et al.,1990;
Gerson & Willson 1995). Umgekehrt führte eine funktionelle Depletion des zellulären
MGMT-Pools häufig zu einer grösseren Chemosensibilität (Dolan et al., 1991, 1993;
Gerson et al., 1993; Pegg, 1993). Weiterhin wurde gezeigt, daß auch der Ausfall anderer
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Reparatur-assoziierter Proteine mit einer veränderten Chemosensibilität der Zellen
einhergeht. Dazu gehören die NER-Proteine ERCC1 (Cappelli et al., 1995) und XP-A
(Cleaver et al., 1995), die 3-Methyladenin-DNA Glykosylase (Engelward et al., 1996), die
AP-Endonuklease HAP1 (Walker et al., 1995), sowie die DNA Topoisomerase II α (Eder
et al., 1995) und die DNA-Polymerase β (Sobol et al., 1996).
Eine gesteigerte zelluläre Resistenz gegenüber der Chloroethyl-Nitrosoharnstoff-
verbindung CCNU oder gegenüber UV-Strahlung wurde bei einer erhöhten Expression
der Gene ERCC1 bzw. XP-A beobachtet, deren Genprodukte an der Schadens-Erkennung
und -Prozessierung im Verlauf der NER beteiligt sind (Cappelli et al., 1995; Cleaver et al.,
1995). Eine Aktivitätszunahme einzelner DNA-Reparatur-Funktionen bedeutet aber nicht
zwangsläufig eine erhöhte Chemoresistenz von Zellen. Die vermehrte Bildung von
Proteinen, die frühe Schritte von Reparaturwegen (z.B. die Inzisions-Reaktion)
katalysieren, kann umgekehrt sogar zur Sensibilisierung von Zellen gegenüber
alkylierenden Agentien führen. Dies wurde gezeigt für die 3-Methyladenin-DNA
Glykosylase MAG (Ibeanu et al., 1992; Coquerelle et al., 1995) und die AP-Endonuklease
HAP1 (Walker et al., 1995). Da die Defizienz für eine „späte“ Reparatur-Funktion,
beispielsweise bei einem Verlust der DNA-Polymerase β, ebenfalls zu einer erhöhten
Empfindlichkeit gegenüber Alkylantien führte (Sobol et al., 1996), liegt die Vermutung
nahe, daß in erster Linie die Persistenz von DNA-Reparatur-Intermediaten für die
Zytotoxizität DNA-reaktiver Substanzen und die Chemosensibilität von Zellen
verantwortlich ist.
Somit sollte die Entstehung der zellulären Resistenz nicht unbedingt die Folge einer
gesteigerten Expression früher oder eine verringerte Aktivität später Reparatur-
Funktionen sein. Im Gegenteil wäre hier eine verkürzte Persistenz sekundär
entstehender DNA-Strangbrüche zu erwarten, wie sie bei resistenten CLL-Lymphozyten
in der Tat beobachtet wurde (Müller et al., 1997). Ursächlich dafür könnten
beispielsweise Funktionsverluste bei der Mismatch-Reparatur durch Ausfall wichtiger
Erkennungs-Proteine (hMutSα, hMutSβ oder hMutLα) sein. Zelluläre Resistenzen
gegenüber Alkylantien (Chaney & Sancar, 1996) und Cisplatin (Aebi et al., 1996; Fink et
al., 1998) konnten inzwischen auf MMR-Verluste zurückgeführt werden. Eindrucksvoll
belegt werden konnte dieser Zusammenhang kürzlich auch an Mäusen mit einem
Doppel-„knockout“ für Reparaturfuntionen: MGMT
-/-
-Tiere sind im Vergleich zum Wildtyp
extrem empfindlich gegenüber der akut toxischen Wirkung DNA-methylierender





) wird jedoch wieder die Wildtyp-Resistenz beobachtet (Kawate et al., 1998).
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Lymphozyten von CLL-Patienten und von gesunden Spendern weisen
ein unterschiedliches Reparatur-Verhalten auf
Wie eben ausgeführt, konnte bislang noch nicht eindeutig geklärt werden, welche
Reparatur-Proteine haupsächlich für die großen interindividuellen Unterschiede bei der
Prozessierung von DNA-Läsionen und für das Resistenz-Verhalten von Tumorzellen
verantwortlich sind. Expressions-Analysen für einzelne Reparatur-Gene wurden an
klinischem Zellmaterial bisher nur selten durchgeführt oder zeigten, wie beispielsweise
im Falle des ERCC1-Proteins, widersprüchliche Resultate (Geleziunas et al., 1991;
Dabholkar et al., 1992 und 1995; Bramson et al., 1995).
Verständlicher werden diese kontroversen Ergebnisse erst unter dem hier
hervorgehobenen Aspekt, daß an der Reparatur von DNA-Alkylierungsschäden nicht nur
ein einzelner Mechanismus beteiligt ist, sondern ein komplexes Netzwerk verschiedener,
ineinandergreifender Prozesse. Derzeit ist noch nicht genau geklärt, ob für den gleichen
Schadenstyp verschiedene Reparaturwege wirklich parallel benutzt werden oder ob erst
bei ungenügender Ausprägung bzw. beim Ausfall eines Mechanismus (z. B. durch
entsprechende Inhibitoren) Alternativ-Wege beschritten werden. Des weiteren wurden in
der vorliegenden Arbeit die großen inter-individuellen Unterschiede der Reparatur-
Aktivitäten bei Lymphozyten gesunder Spender aufgezeigt (s. Abschnitt 2.3).
Veränderungen im Reparaturphänotyp von Tumorzellen lassen sich daher eigentlich nur
vor dem Hintergrund der Aktivitäten der entsprechenden Normalzellen richtig beurteilen.
Der direkte Vergleich von normalen und CLL-Lymphozyten aus dem peripheren Blut des
gleichen Patienten war bishar nicht möglich, weil die Hämatopoese in der Regel so stark
gestört ist, daß sich Normal-Lymphozyten nicht in ausreichender Zahl und Reinheit
isolieren lassen. Der Gruppenvergleich zwischen den Zell-Proben von gesunden
Spendern und CLL-Patienten zeigte jedoch deutliche Unterschiede in der DNA-Reparatur:
CLL-Zellen wiesen, bei gleicher Primärschädigung (durch EtNU), im Mittel eine deutlich
schnellere Prozessierung von DNA-Strangbrüchen auf (Abb. 27) und besaßen eine höhere
Inzisions-Aktivität (Abb. 6). Welche spezielle Reparatur-Funktion diese beschleunigte
Kinetik bestimmt, ist noch ungeklärt. Als zweiter auffälliger Unterschied zu normalen
Lymphozyten fand sich bei CLL-Zellen eine erheblich größere Varianz in den relativen
Beiträgen einzelner Reparaturwege (Abb. 28). Gedeutet werden kann diese Beobachtung
ganz allgemein als Kontrollverlust in der Genexpression bei Tumorzellen.
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Gibt es eine kausale Beziehung zwischen der DNA-Reparaturkapazität
und der Chemoresistenz bei CLL-Zellen ?
Auf der Basis der hier beobachteten großen Unterschiede im Reparatur-Verhalten bei
individuellen Zellproben von CLL-Patienten stellt sich zunächst die Frage nach einer
Korrelation dieses Parameters mit der zellulären Resistenz gegenüber der zytotoxischen
Wirkung DNA-reaktiver Substanzen. Stellt man für einzelne Zellproben deren
Reparaturkapazität (angegeben als Halbwertszeit der Strangbruchprozessierung; t50%)
ihrer Chemoresistenz gegenüber (angegeben als notwendige Konzentration der
jeweiligen chemischen Verbindung für das Absterben der Hälfte der eingesetzten Zellen;
ID50), so ergibt sich für die drei Alkylantien EtNU, BCNU und Chlorambucil jeweils eine
signifikante Korrelation (Abb. 33). Zellen mit schneller Reparaturkinetik entgehen der
zytotoxischen Wirkung dieser Substanzen in der Regel also besser, als solche, bei denen
Reparaturintermediate länger persistieren. Dieser Zusammenhang ist insofern besonders
bemerkenswert, als sich die DNA-Adduktspektren dieser drei Alkylantien deutlich
voneinander unterscheiden (vgl. Abb. 2; Zeller, 1995).
Eine Korrelation der Chemoresistenz von CLL-Zellen zum relativen Beitrag spezifischer
Reparatur-Wege konnte auf diese Weise nicht gefunden werden. Erst der Einsatz von
DNA-Reparatur-Modulatoren im Zytotoxizitäts-Test gibt hier weiteren Aufschluß.
Abb. 33: Korrelation zwischen der DNA-Reparaturkapazität und der Chemosensibilität von CLL-Lymphozyten
Für individuelle CLL-Proben (n ≥ 26) wurde die Geschwindigkeit der DNA-Strangbruch-Prozessierung nach EtNU (angegeben
als t50%; „Comet Assay“; s. Tab. 3) aufgetragen gegen die parallel gemessene in vitro-Zytotoxizität von EtNU, BCNU und
Chlorambucil (angegeben als letale Dosis für 50% der Zellen [ID50]). Die Korrelationen der beiden Parameter ergaben rs
(Spearman Rank Korrelations-Koeffizient)= -0.71 für EtNU, -0.54 für BCNU und -0.69 für Chlorambucil (Müller et al., 1997).
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Bei Exposition gegenüber methylierenden, ethylierenden oder chloroethylierenden
Agentien führte die Inaktivierung des MGMT-Proteins durch O6-Benzgua nicht nur zu
erhöhten Strangbruchraten (vgl. Abb. 22, 16, 17 und 24), sondern bei etwa einem Drittel
aller CLL-Proben auch zu einer Sensibilisierung gegenüber Alkylantien (Abb. 35; EtNU:
38.7%, 12/31; DTIC: 29.3%, 12/41; BCNU: 30.8%, 8/26). Diese Zellen verfügen
offensichtlich über effiziente alternative Reparaturwege, die an persistierenden O6-
AlkGua DNA Inzisions-Reaktionen induzieren. Bisher ungeklärt ist, welche
Reparaturfunktion hierfür verantwortlich ist. Die entstandenen Strangbrüche scheinen
jedoch ein erhebliches zytotoxisches Potential zu besitzen und an der Einleitung
apoptotischer Prozesse beteiligt zu sein. Offen bleibt bei diesen Überlegungen zunächst,
weshalb die übrigen CLL-Proben durch O6-Benzgua nicht sensibilisiert wurden. Als
Ursachen denkbar wären hier ein zu geringer MGMT-Pool, das Fehlen eines Alternativ-
Weges oder ein ungenügender Apoptose-Stimulus durch Reparatur-Intermediate.
Abb. 34: Einfluß von DNA-Reparatur-Modulatoren auf die Chemotherapie-Empfindlichkeit individueller CLL-Lymphozyten.
Unterschiedliche CLL-Lymphozyten wurden parallel zur Exposition gegenüber verschiedenen mono- und bifunktionellen Alkylantien
mit einem DNA-Reparatur-Modulator (A: O6-Benzylguanin, 25 µM bzw. B: Methoxyamin, 5 mM) inkubiert. Die mit bzw. ohne
Modulation gemessene lethale Dosis (ID50) wurde für die individuellen Proben aufgetragen (vgl. Abb. 34). Zellproben, deren


























































































































Eine experimentelle Überprüfung dieser Möglichkeiten steht noch aus. Wichtig bleibt
jedoch festzuhalten, daß sich aus den dargestellten Zusammenhängen zwischen
Reparatur-induzierten DNA-Läsionen und der zytotoxischen Wirkung von Alkylantien für
nicht-replizierende Zielzellen ganz neue Vorstellungen zum therapeutischen
Wirkungsmechanismus entwickeln ließen.
Zusätzliche Unterstützung erhielte ein mögliches neues Therapiekonzept durch den
(zunächst unverständlichen) Einfluß eines anderen Reparatur-Modulators auf die
Zytotoxizität von Alkylantien: Wird die Prozessierung von DNA-Alkylierungsprodukten
über den BER-Weg auf einer frühen Stufe, vor dem Inzisionsschritt, durch Methoxyamin
(MX) unterbrochen, so nimmt nicht nur, wie erwartet, die Zahl der DNA-Strangbrüche ab
(vgl. Abb. 7, 18 und 22), sondern die Lymphozyten werden in vielen Fällen auch deutlich
resistenter, vor allem gegenüber der zytotoxischen Wirkung bifunktioneller Alkylantien.
Eine Steigerung der zellulären Resistenz um den Faktor ≥ 2 wurde für monofunktionelle
Agentien nur bei einem kleinen Teil der Zellproben gefunden, beispielsweise für EtNU bei
6 von 35 Proben. Demgegenüber wurde das zytotoxische Potential bifunktioneller
Alkylantien durch MX im Falle von BCNU bei fast der Hälfte der Proben (11 / 25) und im
Falle von Mafosfamid sogar bei 31 von 38 Proben (entspricht 80%!!) erheblich reduziert
(Buschfort et al., in Vorbereitung). Die Resistenzfaktoren bei Mafosfamid waren zum Teil
≥ 10.
Diese Ergebnisse deuten auf den offensichtlich großen Anteil hin, den Intermediate des
BER-Weges am zytotoxischen Potential von DNA-„crosslinkern“ vom Typ des
Cyclophosphamids haben. Ebenso kann auch geschlossen werden, daß die zum Zelltod
führenden DNA-Schäden hier nicht vorrangig die primären oder sekundären DNA-
Alkylierungsprodukte selbst sind, sondern vielmehr die Zwischenstufen von DNA-
Reparaturprozessen.
Da die chemoprotektive Wirkung von MX bei DNA-„crosslinkern“ besonders ausgeprägt
war, bietet sich als Arbeitshypothese folgender Mechanismus an: Nach Ausbildung der
kovalenten Strangverknüpfungen (über G - G bei Mafosfamid bzw. G - C bei BCNU) lösen
Reparatur-Glykosylasen in beiden Strängen jeweils die N-glykosidische Bindung der
modifizierten Basen, so daß gegenüberliegende abasische Stellen in der DNA entstehen.
Diese können dann durch die Einwirkung von AP-Endonukleasen in (letale)
Doppelstrangbrüche überführt werden. Die Stimmigkeit dieses Konzepts kann
experimentell überprüft werden. Sollte es bestätigt werden, ließen sich darauf neue
Wirkprinzipien aufbauen und gegebenenfalls neue, maßgeschneiderte Therapeutika
entwickeln.
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In diesem Zusammenhang erscheinen die sieben CLL-Proben, die nach dem BER-Block
nicht mit einer erhöhten Mafosfamid-Resistenz reagieren, besonders interessant. Es
wäre denkbar, daß diese Zellen zu der Gruppe gehören, bei der ein kompletter Ausfall
des BER-Weges vorliegt (vgl. Abb. 28). Allerdings reicht die Anzahl der bisher daraufhin
untersuchten Proben für eine schlüssige Aussage noch nicht aus.
Die beobachtete Deregulation der einzelnen DNA-Reparaturwege bei CLL-Lymphozyten
scheint somit unter bestimmten Voraussetzungen wichtig für die Chemosensitivität
individueller Zellproben zu sein. Ob diese regulatorischen Veränderungen zu einer
Resistenzausbildung beitragen, bleibt offen. Notwendige Voraussetzung für eine
Resistenzentwicklung der Zellen ist die Geschwindigkeit, mit der DNA-Reparatur-
Intermediate prozessiert werden. Betrachtet man die DNA-Reparatur vor dem
Hintergrund des klinischen Status der einzelnen CLL-Patienten, so sind bereits unter den
noch unbehandelten Patienten auch solche zu finden, die über eine schnelle DNA-
Reparatur verfügen. Erst bei den behandelten, über die Zeit resistent gewordenen
Patienten sind ausschließlich solche des schnellen DNA Reparatur-Phänotyps zu finden
(Abb. 35).
Diese Beobachtung verdeutlicht, daß die CLL-Zellen im Verlaufe der Resistenzausbildung
neben der u.U. notwendigen Entwicklung einer effizienteren DNA-Reparatur eine zweite
Veränderung durchlaufen müssen. Ob diese beiden Veränderungen in kausalem
Zusammenhang stehen ist bislang unklar.
Abb. 35: Korrelation der individuellen DNA-Reparaturkapazität zum klinischen Bild einzelner CLL-Probanden
Das klinische Bild der einzelen untersuchten CLL-Probanden wurde zu einer Klassifizierung in Gruppen benutzt
(U=unbehandelt; BS=behandelt, therapieempfindlich; BR=behandelt, resistent) und gegen die Ergebnisse der Untersuchungen
zur individuellen DNA-Reparaturkapazität (t50%) einzelner CLL-Lymphozytenproben gemessen mit Hilfe des ICA und des Comet-
Assay aufgetragen.
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Welche Bedeutung könnte dem Mismatch-Reparaturweg für die
Resistenzentwicklung zukommen?
Es wird bislang davon ausgegangen, daß CLL-Zellen bereits per se über eine
hohe Inzisionskapazität verfügen (Abb. 6). Eine sekundäre Veränderung dieser
Zellen begleitet von einer verstärkten Resistenzentwicklung könnte in den späten,
die Polymerisation und Ligation betreffenden Mechanismen der DNA-Reparatur
zu finden sein. Betroffen sein könnte auch eine Veränderung der Regulation von
DNA-Reparaturprozessen, u.U. begleitet von dem Ausfall einzelner DNA-
Reparaturwege.
In diesem Zusammenhang gilt es zu prüfen, ob auch die MMR in CLL-Zellen aktiv
ist und so einen Beitrag zur Resistenzentwicklung leisten kann. Bei einem Ausfall
dieses Reparaturweges könnte der ober beschriebene „futile repair cycle“ nicht
mehr stattfinden, bei dem Einschnitte präferenziell immer wieder an der Base
gegenüber O6-EtGua stattfinden und für lang-persistierende DNA-
Reparaturintermediate sorgen. Bislang wurde die Entstehnung einer zellulären
Resistenz gegenüber alkylierenden Agenzien bedingt durch eine fehlerhafte MMR
nur für einige proliferative Tumorzellsysteme beschrieben (Liu et al., 1996; Lage
& Dietel, 1999; Humbert et al., 1999). Begleitet wird das Fehlen des MMR vom
Phänotyp der genomischen Instabilität („Microsatellite Instability“; MI) und der
damit verbundenen erhöhten Replikationsfehlerrate („Replication Error“-
Phänotyp; RER+). In primären Tumoren wurde dieser Phänotyp ursprünglich
beim hereditären Nichtpolypösen Kolorektalkarzinoms (HNPCC) beobachtet, einer
autosomal dominant vererbbaren Tumorerkrankung des Darms. Für dieses
Krankheitsbild wurde die Disfunktion unterschiedlicher MMR-Proteine beschrieben
(Lynch, 1993; Modrich, 1994; Marra & Boland, 1995; Thomas et al., 1996; Umar
& Kunkel, 1999). Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daß auch andere
primäre und sekundäre Tumorerkrankungen diesen Phänotyp (MI/RER+)
aufweisen (Tab. 6).
Bei primären leukämischen Erkrankungen war der Anteil eines MMR-defizienten
Phänotyps auffällig gering, dies galt sowohl für die akut myeloische ([AML]
Tasaka et al., 1996), als auch für die chronisch lymphatische Leukämie
(Gartenhaus et al., 1996). Anders sah das Verhältnis bei sekundären, nach
massiver Chemotherapie entstandenen akuten Leukämien aus ([AML, ALL] Ben-
Yehuda et al., 1996).
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Tab. 6: Untersuchungen zur Ausbildung eines MI/RER+ Phänotyps bei verschiedenen Tumorerkrankungen
Erkrankung MI/RER+ [%]) Literatur
Sporadisches
Kolonkarzinom 10-20
Ionov et al., 1993
Aaltonen et al., 1993
Nicht-Kleinzelliges
Lungenkarzinom
29 Wieland et al., 1996
Primäre AML
Primäre Myelodysplasie
< 2 Tasaka et al., 1996
Sekundäre AML und ALL
Sekundäre Myelodysplasie
94 Ben-Yehuda et al., 1996
Chronisch lymphatische
Leukämie
7 Gartenhaus et al., 1996
Es gilt hier zu bedenken, daß bei den akuten Leukämien das Blutbild stark von
peripheren Blasten überschwemmt ist, die undifferenziert und stark proliferativ
sind. Im Gegensatz dazu liegen die CLL-Lymphozyten ausschließlich in der
G1/G0-Phase vor. Dies ließe vermuten, daß diese Zellen nicht über ein
postreplikativ aktives MMR-System verfügen. Es wäre also denkbar, daß im
Falle der CLL der MI/RER+ Phänotyp in erster Linie auf eine maligne
Transformation der Stammzellen hinweist, die die Resistenzentwicklung der
peripheren Lymphozyten aber nicht beeinflußt. Andererseits besteht aber
hypothetisch auch die Möglichkeit, daß die in einer kleinen Gruppe der CLL
beobachtete Deregulation der DNA-Reparaturprozesse doch auf ein Fehlen der
MMR beruht und ihr eine wesentliche Rolle hinsichtlich der Therapie-
empfindlichkeit zukommt.
Verschiedene Ansätze zur Prüfung dieser Frage werden z.Z verfolgt. Sollte sich
herausstellen, daß der Ausfall der MMR auch bei ruhenden Zellen von kritischer
Bedeutung ist, so könnten Strategien der Wiederherstellung dieses DNA-
Reparaturweges entwickelt werden.
63
Ausblick: Unter Berücksichtigung individueller DNA-
Reparaturdaten könnte eine individuelle Therapie für einige
CLL-Probanden geeigneter erscheinen
Die vorliegenden Untersuchungen zum Beitrag der DNA-Reparatur am Bild der
zellulären Resistenz und der Entwicklung des Krankheitsbildes von CLL-
Patienten haben gezeigt, daß bei der Therapie dieser Patienten noch nicht alle
Möglichkeiten ausgeschöpft werden. Dringend notwendig erscheint ein besseres
Verständnis der molekularen Wirkungsmechanismen DNA-reaktiver Anti-
Tumormedikamente (Schadensspektrum und biologische Folgereaktionen),
sowie eine gezielte, individualisierte Auswahl von Zytostatika (und ihrer
Kombinationen) aufgrund funktioneller Messungen (z.B. von DNA-
Reparaturmechanismen) an Tumorzellen.
Da in vitro gezeigt werden konnte, daß die DNA-Reparatur einen großen Beitrag
an der Entwicklung einer zellulären Resistenz der Tumorzellen leistet, sollte eine
individualisierte Therapie insbesondere für solche Patienten vorteilhaft sein, die
über eine schnelle DNA-Reparatur verfügen und zudem als resistent gelten.
Eine Modulation der individuellen DNA-Reparatur könnte hier zur Resistenz-
Überwindung beitragen.
Für den Einsatz im klinischen Bereich eignen sich als pharmakologische DNA-
Reparaturmodulatoren wahrscheinlich eher kleine Moleküle. Deshalb würde die
Suche nach neuen spezifischen Inhibitoren für definierte (DNA-Reparatur-)
Mechanismen beispielsweise in Bibliotheken chemischer Verbindungen
(„random synthesis libraries“) von besonderer Bedeutung sein. Außerdem
könnte der Einsatz „maßgeschneiderter“ Ribozyme zur Modulation spezifischer
DNA-Reparaturwege für die Therapie nutzbringend sein. Ribozyme wurden
entwickelt, spezifische mRNA Moleküle zu erkennen und zu spalten, um
einzelne Gen-Funktionen auszuschalten (Krueger, 1995; Jones & Sullinger,
1997; Hampel, 1998). Besonders in der AIDS-Therpie wurden verschiedene
Ribozyme entwickelt, die insbesondere darauf abzielten, die Replikation des
HIV-1 in T-Lymphozyten zu unterdrücken (Zhou et al., 1997; Duan et al., 1997;
Poznansky et al., 1998). Darüber hinaus gelang es bereits in Modell-Ansätzen,
Onkogen-Transkripte zu spalten und dadurch (BCR/ABL-abhängige) Protein-
Kinase-Aktivitäten (Leopold et al., 1996) oder das (erbB-2-abhängige) Tumor-
Wachstum stark zu verringern (Juhl et al., 1997; Wiechen et al., 1998).
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Nach einer Identifizierung definierter DNA-Reparaturschritte bzw.
mKomponenten, die für die zytostatische oder zytotoxische Wirkung von
besonderer Bedeutung sind, sollte eine gezielte Manipulation dieser Parameter
erfolgen. Diese könnte entweder im Sinne einer Sensibilisierung der
Tumorzellen geschehen, z.B. durch die Ausschaltung „kritscher Gene“ oder
einer Protektion des Normalgewebes. Um die Validität des jeweiligen Ansatzes
zu prüfen, könnten solche Eingriffe zunächst mit Hilfe der in dieser Arbeit
vorgestellten funktionellen Messungen in vitro erfolgen. So könnte eine




In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung DNA-Reparaturprozesse
für die Empfindlichkeit humaner Tumorzellen gegenüber DNA-reaktiven
Chemotherapeutika haben. Dazu wurden zunächst zwei Analyseverfahren
etabliert, die eine quantitative Bestimmung der DNA-Reparaturkapazität auf
der Ebene einzelner Zellen erlaubten: die immunzytochemische Analyse (ICA)
zur Messung spezifischer DNA-Alkylierungsprodukte und die Einzelzell-
Gelelektrophorese („Comet Assay“) zur Bestimmung Reparatur-induzierter
DNA-Strangbrüche.
Funktionelle Messungen an humanen Normal-Lymphozyten, die ex vivo mit
einem Standard-Alkylanz (EtNU) behandelt wurden, wiesen auf eine nur
geringe inter-zelluläre aber eine große inter-individuelle Varianz der DNA-
Reparaturkapazität hin. Der Beitrag spezifischer Mechanismen bei der
Prozessierung von EtNU-induzierten DNA-Läsionen wurde durch die
funktionelle Blockierung einzelner Reparaturwege ermittelt.
Als Untersuchungsmodell einer malignen Erkrankung, bei der die
Resistenzentwicklung gegen Alkylantien ein großes klinisches Problem
darstellt, wurde die chronisch lymphatische Leukämie (CLL) gewählt.
Homogene Populationen monoklonaler primärer Tumorzellen sind aus dem
peripheren Blut von Patienten als CLL-Lymphozyten verfügbar. Auch hier fand
sich, ähnlich wie bei normalen Lymphozyten, eine große Bandbreite
individueller Reparaturkapazitäten, sowohl für initiale DNA-
Alkylierungsschäden als auch für die Prozessierung von sekundären
Strangbrüchen. Extreme individuelle Unterschiede im relativen Beitrag
einzelner Reparaturwege weisen aber auf einen Verlust von stringenter
Regulation in diesem komplexen Netzwerk bei Tumorzellen hin.
Die Analyse dieser Daten mit parallel durchgeführten
Zytotoxizitätsbestimmungen zeigte, daß die Reparatur-Halbwertszeiten für
DNA-Läsionen bei CLL-Lymphozyten signifikant korrelieren mit deren in vitro-
Chemosensitivität gegenüber einer Reihe von Alkylantien, die unterschiedliche
Muster von DNA-Schäden induzieren. Dieser Befund legt einen kausalen
Zusammenhang zwischen zellulärer Reparaturkapazität und dem
Chemoresistenzprofil von Tumorzellen nahe.
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Ein Hinweis auf die klinische Bedeutung der zellulären DNA-
Reparaturkapazität für das therapeutische Ansprechen der CLL ergibt sich aus
der Beobachtung, daß alle Zellproben von Patienten, die nicht mehr auf eine
Alkylantien-Therapie mit Chlorambuzil ansprachen, ausnahmslos einem sehr
schnellen Reparaturphänotyp zugeordnet waren.
Die hier gewonnenen Erkenntnisse weisen hin auf neue molekulare
Angriffspunkte für eine Resistenzüberwindung (beispielsweise durch
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6.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (EtNU) und N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff (MeNU)
wurden von Serva, Heidelberg; 4-{4-[Bis(2-chloethyl)amino]phenyl}buttersäure
(Chlorambucil), 5-(3,3-Dimethyl-1-triazeno-)imidazol-4-carboamid (DTIC) und 1,3-Bis-
(2-Chloroethyl)-1-Nitrosoharnstoff (BCNU) von Bristol-Myers, Tübingen, bezogen
(Strukturformeln und Reaktionsmechanismen, siehe Abb. 2). Methoxyamin (MX) und
Aphidicolin (APH) stammten von Sigma, Deisenhofen. O6-Benzylguanin (O6-
Benzgua) wurde synthetisiert von Herrn Chem. Ing. Wolfgang Drosdziok, Institut für
Zellbiologie (Tumorforschung).
PM2 DNA (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA; pH 7.5) wurde in gereinigter Form mit <0.2
DNA-Einzelstrangbrüchen von Frau PD Dr. Irene Witte, Arbeitsgruppe Biochemie,
Universität Oldenburg bezogen.
Monoklonale Antikörper (MAK): Die DNA-Addukt-spezifischen MAK „EM-2-3" (Maus
anti [O6-Alkyl-2'-Desoxyguanosin]), „ER-6“ (Ratte anti [O6-Alkyl-2'-Desoxyguanosin]) und
„ER-17“ (Ratte anti [O6-Alkyl-2'-Desoxyguanosin]) (Bindungsspezifitäten, siehe Eberle,
1989), wurden in Zellkultur-Überständen der entsprechenden Hybridom-Zelllinien in der
„Laboreinheit Monoklonale Antikörper“ des Instituts für Zellbiologie (Tumorforschung)
hergestellt. Vor dem Einsatz wurden die MAK über Mono Q und Mono S Säulen
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) gereinigt und die MAK-Konzentrationen mit Hilfe eines
RIA (Müller & Rajewsky, 1978) bestimmt.
Zweit-Antikörper (jeweils als IgG F[ab]2-Fragmente): Für den ISB-Test wurden [125I]-
markierte Ziege anti [Ratten-IgG] Antikörper verwendet (Amersham-Buchler,
Braunschweig). Für den ICA-Test wurden Rhodamine-Isothiocyanat (TRITC)-markierte
Ziege anti [Maus-IgG] bzw. Ziege anti [Ratten-IgG] Antikörper eingesetzt (Dianova,
Hamburg).
Die Enzyme RNAse T1 und RNAse A sowie Proteinase K wurden bezogen von
Boehringer-Mannheim, Mannheim.
Die DNA Farbstoffe 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) und Ethidiumbromid, sowie
[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)]-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) wurden von Merck
(Darmstadt), SYBRTM Green I von MoBiTec (Göttingen) bezogen.
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Die Agarosen Seakem LE und NuSieve GTG für die Einzelzell-Elektrophorese und
Biozyme DNA Agarose für den Plasmid-Relaxations-Assay stammten von FMC
Bioproducts, Biozyme, Hameln.
Verbrauchs-Chemikalien wie Silikonlösung, Titriplex II (EDTA), Tris, HEPES, EGTA,
Dimethylsulfoxid (DMSO), Glycerin (97%), NP40, Saccharose, MgCl2, DTT und PMSF
wurden von Merck (Darmstadt) bezogen. NaCl, NaOH, , Bromphenolblau, Xylencyanol,
Triton-X-100, DNAse freies Rinderserumalbumin (BSA), Morpholin-Ethan-Sulfonsäure
(MES) und MOPS stammten von Serva (Heidelberg), Elvanol, n-Laurylsarcosin, Natrium-
Dodecylsulfat (SDS), Benzamidin, Pepstatin A, Leupeptin, 1,4,-Dithioerythriol (DTE), ß-
Mercaptoethanol von Sigma (Deisenhofen). Sämtliche Substanzen wiesen mindestens
den Reinheitsgrad „pro analysi“ (p.a.) auf.
Verbrauchs-Materialien: Dialyse-Schläuche wurden von Serva (Heidelberg),
Szintillationsflüssigkeit „Ready-Safe“ von Beckman Instruments (München), Röntgenfilme
von Fuji, Sterilfilter und Nitrocellulose-Membran BA 85 von Schleicher & Schuell (Dassel)
und Mikrotiterplatten von Greiner (Nürtingen) bezogen. Zellkultur-Röhrchen, -Platten und
-Flaschen stammten von Renner (Konstanz), Nunc (Wiesbaden) und Falcon (Heidelberg).
6.1.2 Puffer und Lösungen
6.1.2.1Puffer und Lösungen für die Nitrosoharnstoffe
EtNU und MeNU wurden nach dreifacher Rekristallisierung als Stamm-Lösung in DMSO
(100mg/ml) bei -20°C aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde die Konzentration
spektrophotometrisch in MES-Puffer bestimmt. BCNU wurde vor jedem Experiment frisch
in Ethanol gelöst.
Die DNA-Reparatur-Modulatoren wurden als Stammlösungen hergestellt und bei -20°C
aufbewahrt: MX in Na-Phosphat-Puffer (100mM, pH 7.25), O6-BeGua in Ethanol (25mM),
APH in DMSO (140mM).
MES-Puffer








6.1.2.2Lösungen und Medien für die Zellkultur
RPMI-1640 Medium sowie Trypsin-Lösung (2.5g/l in PBS) wurden von Gibco
(Eggenstein) bezogen, fötales Kälber-Serum von Seromed (Berlin), Trypanblau-
Färbelösung, Glutamin, Pyruvat und essentielle Aminosäuren von Merck (Darmstadt).
PBS





PBS mit 0.9mM CaCl2
0.49mM MgCl 2
Alkylierungspuffer
PBS++ mit 25mM HEPES
6.1.2.3Puffer und Lösungen für biochemische Zwecke
6.1.2.3A DNA Relaxations-Assay
Na-Phosphat-Puffer
(pH 7.25) 100mM Na2HPO4
100mM NaH2PO4
Reaktions-Puffer












0.25% (w/v) Xylolcyanol FF
6mM EDTA
6.1.2.3B Kernprotein-Ext rakt ion
Lyse-Puffer
(pH 8.5) 0.6% NP40































Rezeptur der Firma Euro-Immun, Lübeck, unter Vorbehalt der
Geheimhaltung, erhalten; enthält PBS, BSA und Sucrose.
2xSSC
(pH 7.2) 300mM NaCl
30mM Trinartriumcitrat
Eindecklösung




6.1.2.3D Einzelzel l -Gelelektrophorese
Lyse-Puffer





























Kamera: CCD Kamera (Photonics, Hamamatsu City, Japan) und Vier-Parameter
Bildanalyse-Programm (ACAS, Ahrens Cytometry Analysis System; Ahrens Electronics,
Bargteheide).
uto-Imager (ray-test; Shimadsu).
ünnschicht-Scanner „Dual Wavelength TLC-Scanner CS-930“ (Shimadzu).
lektrophorese Midi (Bio-rad), Power-Supply (Renner).
LISA-Reader Dyantech 4000 (Dyantech, Hamburg).
lüssigkeitsszintillations-Spektrometer Wallac 1410 (Pharmacia).
PLC-Anlage (Pharmacia):
Gradienten-Kontrolleinheit „Liquid Chromatography Controller LCC 500“; 2 FPLC-
Pumpen „Pump P500“; UV-Durchflußphotometer „Single Path Monitor UV-1 (Optical
Unit, Control Unit)“; Flachbettschreiber „REC-1“; Fraktionssammler „Frac-100“; Mixer;
Motor-gesteuertes Injektionsventil „MV-7“; peristaltische Pumpe „P1“;
Probenschleifen (10 ml, 50 ml); präparative FPLC-Kationen-Austauschersäule
„HighloadTM 26/10 S Sepharose“; präparative FPLC-Anionen-Austauschersäule „Mono
QTM HR 10/10“.
ehrfachfiltrations-Gerät (Hölzel) mit Vakuum-Pumpe „Vacuskan“ (Skan).
ikroskopie:
Fluoreszenz Photo-Mikroskop (Axioplan, Zeiss)
mit Lichtquelle: Quecksilberlampe HBO 100 W, Standard Filter-Kombination mit den
Filtern Zeiss 2, Zeiss 14 und Zeiss 15.
peed Vac-Konzentrator (Savant) mit Kühlfalle „Refrigerated Condensation Trap RT 100“
Savant), Vakuum Pumpe „High Vacuum Pump Model Serial“ (Edwards) und Vorfilter
Model VPOF-100 (Savant).
pektralphotometer „Modell 150-20“ (Hitachi).
berkopfschüttler „Rotator Drive STR4“ (Stuart Scientific).
ltrafiltrations-Rührzelle (Amicon).
ltrashall-Desintegrator „B 12“ (Branson).
entrifugen:
„Refrigerated Superspeed Centrifuge Sorvall RC-5B“ (DuPont); „Minifuge T“
(Heraeus); „202 MK“ (Sigma); „Megafuge 1.0“ (Heraeus), „Tisch-Zentrifuge 5412“




6.2.1.1 Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut
Lymphozyten wurden aus peripherem Blut isoliert. Heparinisiertes Blut (10 ml)
wurde 1:2 in PBS++ verdünnt, zur Dichte-Gradienten-Zentrifugation auf ein
gleiches Volumen Ficoll-Hypaque pipettiert und für 25 min (200 x g; RT)
zentrifugiert. Die Lymphozyten wurden aus der Interphase entnommen, zweimal
mit PBS gewaschen und in vorgewärmtem supplementiertem RPMI 1640-Medium
resuspendiert. Die so gewonnene Zell-Fraktion bestand zu >90% aus
Lymphozyten (Licht-Mikroskopie), waren zu >95% vital (Trypanblau-Färbung) und
befanden sich zu >95 % in der G1/G0-Phase des Zell-Zyklus (FACS Analyse).
Bei allen klinischen Proben von Patienten wurde bei der ersten Untersuchung
durch Immuno-Typisierung der Zell-Typ bestimmt. Für die in dieser Arbeit
beschriebenen Untersuchungen wurden ausschließlich B-CLL-Zellen eingesetzt.
6.2.1.2 Kultivierung der Zellen („liquid holding“)
Die Kultivierung der isolierten Zellen fand in H2O-gesättigter Atmosphäre bei 5%
CO2 und 37° C statt. Das dazu verwendete RPMI 1640-Medium wurde
supplementiert mit 10 %(v/v) fötalem Kälber-Serum, 1 mM Glutamin, 1 mM
Pyruvat, 1 mM nicht-essentiellen Aminosäuren und 8 µg Refobazin/ ml.
Die Blutproben von Patienten wurden ausschließlich vor einer eventuellen
Chemotherapie verwendet. Sie wurden jeweils frisch gewonnen und die
Experimente am selben Tag durchgeführt.
6.2.1.3 In vitro-Zytotoxizitätsmessung (MTT-Test)
Parallel zu den DNA-Reparatur-Messungen wurde für alle Lymphozyten-Proben
ein in vitro-Chemosensibilitätstest durchgeführt. Die Zellen wurden dazu in 96-
well Platten (5 x 105 Zellen pro well) überführt und mit verschiedenen
alkylierenden Agentien (EtNU, MNU, DTIC, Chlorambucil, BCNU) in serumfreiem




6.2.2.1 In vitro-Alkylierung von Plasmid-DNA
Zu doppelsträngiger PM2 Plasmid-DNA (1 µl; 140 ng/µl) wurde 1 µl EtNU (aus
der Stammlösung in MOPS-Puffer, auf pH 6 vorverdünnt), und 8 µ Na-Phosphat-
Puffer, pH 7.25, zugegeben und für 1 h bei 37° C inkubiert. Die Reaktion wurde
beendet durch Zugabe der Stop-Lösung (Verhältnis 1: 6 v/v) und durch
Überführen des Reaktionsansatzes auf Eis.
6.2.2.2 Alkylierung von Zell-Suspensionen
Die zu behandelden Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen, in 10 ml
vorgewärmtem Alkylierungspuffer (pH 7.25) aufgenommen und als Suspension
mit verschiedenen Alkylantien bei 37° C inkubiert. Die Standard-Expositionszeit
war für EtNU und MeNU jeweils 20 min, für BCNU 60 min. Die Reaktion wurde
durch Zufügen von kalter PBS++ abgestoppt und die Zellen bei 4°C zentrifugiert,
in supplementiertem, vorgewärmtem RPMI resuspendiert und weiter unter
Zellkultur-Bedingungen inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots
zur weiteren Auswertung entnommen.
6.2.3 Isolierung von Kernproteinen aus humanen Lymphozyten
Kernproteine humaner Lymphozyten wurden wie folgt isoliert: Die Zellen wurden in
PBS++ (4° C) gewaschen, in Lyse-Puffer II 10 min lang bei 4° C inkubiert und dann
zentrifugiert (10 min, 120 x g, 4 ° C). Diese Schritte wurden mit dem Sediment
wiederholt und die pelletierten Kerne in Elutions-Puffer resuspendiert. Die Protein-
Extraktion wurde über 16 h bei 4° C und konstanter Bewegung der Proben
durchgeführt. Nach erneuter Zentrifugation (s.o.) wurde der Überstand gegen einen
Dialyse-Puffer dialysiert (5 h bei 4° C; Puffer-Wechsel nach 1 h). Die Protein-
Konzentration wurde nach Lowry betimmt und Aliquots in flüssigem Stickstoff
eingefroren und anschließend bei –80 ° C gelagert.
6.2.4 Bestimmung von DNA-Strangbrüchen nach EtNU-
Exposition
Die Induktion von DNA-Einzelstrangbrüchen durch DNA-reaktive Agentien wurde mit
Hilfe eines Relaxations-Assays mit isolierter Plasmid-DNA bestimmt (Buschfort &
Witte, 1993). Hierzu wurde superhelikale PM2 DNA alkyliert wie oben beschrieben.
Nach der Exposition wurden die verschiedenen DNA-Konformationen
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elektrophoretisch getrennt (0.5% Agarose; 4 V / cm, 2 h), mit SYBRTM Green I
gefärbt und densitometrisch bestimmt, um den relativen Anteil der durch einen
Strangbruch relaxierten Plasmid-DNA zu ermitteln.
6.2.5 Bestimmung der Reparatur-Inzision an ethylierter DNA
Die Erzeugung von DNA-Einzelstrangbrüchen durch Reparaturprozesse wurde mit
Hilfe des oben beschriebenen Relaxations-Assays für ethylierte und unbehandelte
PM2-Plasmid-DNA in vitro bestimmt (Buschfort et al., 1997). Dazu wurde
superhelikale Plasmid-DNA (140 ng) mit 250 ng einer Kern-Protein Fraktion inkubiert
(Reaktion-Puffer pH 7.25; 37° C). In einigen Experimenten wurde dem
Reaktionsansatz vor Zugabe des Kern-Proteins Methoxyamin (5 mM) zugesetzt. Die
Induktion von DNA-Strangbrüchen wurde gemessen wie unter 5.2.4 beschrieben.
6.2.6 Immunzytologische Bestimmung von O6-Ethylguanin an
individuellen Zell-Kernen (ICA)
Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der in vitro-Alkylierung wurden die Zellen in
eine gepufferte Schutzlösung überführt und auf einen Objektträger gebracht. Nach
einer Schnell-Trocknung wurden die Proben bei -80°C bis zur weiteren Aufbereitung
gelagert.
Für die immunzytologische Färbung (Adamkiewicz et al., 1985; Seiler et al., 1993;
Thomale et al., 1996) wurden die Proben 15 min bei RT in Methanol fixiert, in 2 x
SSC-Puffer rehydriert und für 1h bei 37°C mit RNase T1 (50 U/ml) und RNase A
(200 µg/ml) inkubiert. Danach wurden die Objektträger mit 140 mM NaCl
gewaschen und die DNA durch Alkali-Behandlung teilweise entspiralisiert (70 mM
NaOH in 140 mM NaCl, 5 min bei 0° C). Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden unspezifische Bindungsstellen mit BSA blockiert (20 % BSA in PBS; 20 min
bei RT). Daraufhin erfolgte eine Inkubation mit einem der anti (O6-Alkyl-2'-
Desoxyguanosin) MAK EM-2-3, ER-6 oder ER-17 (0.2 µg/ml PBS mit 1 % BSA; 16 h
bei 4° C). Die Proben wurden dann zweimal mit PBS gewaschen und mit einem
Rhodamin [TRITC]- konjugierten Zweit-Antikörper (2 µg/ml 1 % BSA in PBS; 3 h bei
RT) inkubiert. Die Kern-DNA wurde mit DAPI gefärbt (3 x 10-7 M in PBS; 10 min bei
RT). Um das Ausbleichen der Fluoreszenz zu reduzieren, wurden die Proben vor der
Auswertung mit einer Eindecklösung beschichtet.
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6.2.7 Einzelzell-Gelelektrophorese zur Bestimmung von DNA-
Strangbrüchen (Comet Assay)
DNA-Strangbrüche wurden mit Hilfe der Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay)
quantifiziert (Singh et al., 1988; Buschfort et al., 1997). Nach der EtNU-Exposition
wurden jeweils 5 x 104 Zellen in Low-Melting-Point (LMP)-Agarose (100 µl; 0.5 %)
suspendiert und auf angerauhte Objektträgern gebracht, die zuvor mit einer dünnen
Schicht 0.7 % LE-Agarose (Volumen 350 µl) beschichtet waren. Mit Hilfe eines
Deckglases wurde die Zellsuspension gleichmäßig verteilt. Danach wurde mit 100 µl
LMP-Agarose eine ebenfalls geglättete Deckschicht aufgetragen. Zwischen dem
Auftragen der einzelnen Schichten wurden die Objektträger für jeweils 5 min bei 4°
C gelagert.
Anschließend wurden die Zellen durch Inkubation der Objektträger in Lyse-Puffer III
(16 h bei 4° C) lysiert, durch zweimaliges Waschen entsalzt (Elektrophorese-Lösung;
pH 12) und zur DNA-Denaturierung in dieser Lösung inkubiert (20 min bei 4° C).
Danach wurde die DNA unter diesen Bedingungen elektrophoretisch getrennt (20
min bei 4° C und 4 V/Cm), in Tris-Puffer neutralisiert (3 x 10 Minuten bei RT) und
abschließend mit Ethidiumbromid (2 µg/ml) gefärbt.
6.2.8 Quantifizierung von Fluoreszenz-Signalen in Kern-DNA
Die Fluoreszenz-Signale der Kern-DNA einzelner Zellen wurden mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Photomikroskops (Zeiss Axioplan) mit der Filter-Kombination der Zeiss-
Filter 2 (für DAPI), 14 (für TRITC) and 15 (für Ethidiumbromid) gemessen, mit einer
CCD-Kamera aufgenommen, amplifiziert und einem Vier-Parameter Bildanalyse-
Programm (ACAS) zugeführt. Das Programm integrierte die Fluoreszenz-Signale auf
Einzelzell-Niveau mit automatischer Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz. In
jeder Probe wurden 100 -150 einzelne Zell-Kerne ausgewertet.
6.2.11.1 Messung von O6-Ethylguanin in der Kern-DNA individueller Zellen
Der Gehalt von O6-Alkyl-2'-Desoxyguanosin in der Kern-DNA einzelner Zellen wurde
mit Hilfe des ICA durch eine Mehrparameter-Messung bestimmt. Über einer durch
DNA-Fluoreszenz-Signale (DAPI) definierten Kern-Fläche wurde parallel die
Antikörper-TRITC Fluoreszenz gemessen und auf den DNA-Gehalt des Kerns
normiert.
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6.2.11.2 Nachweis von abasischen Stellen und DNA-Strangbrüchen mit Hilfe
des Comet Assay
Die Häufigkeit abasischer Stellen und Einzelstrangbrüche in der Kern-DNA
individueller Zellen wurde durch Messung ihrer elektrophoretischen Mobilität im
Agarose-Gel bestimmt (Comet Assay). Dabei wurde sich zu Nutze gemacht, daß
DNA-Fragmente, entstehend durch DNA-Strangbrüche, eine stärkere Mobilität
besitzen als ungeschädigte, super-helikale DNA. Durch die Messung der Gesamt-
Fläche der Kern-DNA einzelner Zellen über den Bereich der detektierbaren
(Ethidiumbromid-) Fluoreszenz konnte der Grad der DNA-Schädigung ausgedrückt
werden als relative Flächenvergrößerung. Dabei wurde die Fläche der Kern-DNA
exponierter Zellen bezogen auf die Kern-Fläche unbehandelter Kontroll-Zellen (also
ungeschädigter DNA) desselben Spenders im gleichen Experiment.
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